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Experimentelle Studien zur Biochemie und Biologie der Rohfaser. 


Von 
E. Remy. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 13. April 1931.) 


Zu einem der umstrittensten Gebiete ernahrungsphysiologischer 
und nahrungsmittelchemischer Forschung gehért das Rohfaserproblem, 
dessen Lésung schon zu wiederholten Malen mit zum Teil befriedigendem 
Erfolg in Angriff genommen wurde. Die Schwere einer chemisch und 
physiologisch restlos zufriedenstellenden Aufklérung dieser fiir die Er- 
naihrung von Mensch und Tier so wichtigen Materie wird vornehmlich 
bedingt durch die wechselnde Zusammensetzung der Rohfaser unserer 
Vegetabilien, die niemals im chemischen Sinne eine einheitliche Substanz 
darstellt, sondern nach Kénig aus einem Gemisch von Cellulose 
(Pentosane und Hexosane), Ligninen, Kutin und Suberin besteht (1). 
Rohfaser ist daher niemals mit Cellulose zu identifizieren, sie bildet 
weiterhin keinen bestimmten gleichbleibendén Gehalt der Zellmembran, 
weshalb Rubner sie mehr oder weniger als ein analytisches Kunstprodukt 
der letzteren bezeichnet. In entsprechendem Sinne auBern sich auch 
Kerp und Turnau in ihren Arbeiten iiber die Zusammensetzung der 
Rohfaser (4). Newberg und Luwedtke kommen auf Grund ihrer Er- 
fahrungen zu der Ansicht, daB die nach dem Kdénig- oder Weender- 
verfahren gewonnene Rohfaser ein Gemisch aus reiner Cellulose mit 
Derivaten der Kohlenhydrate, sowie mit eingelagerten Methyl-, Me- 
thoxyl-, Acetyl- und Formylgruppen ist (3). 

Zur Bestimmung der Rohfaser werden heutzutage noch mit Vorliebe 
die Verfahren von Kénig und Weender in der agrikultur-, in der nahrungs- 
mittelchemischen- sowie in der ernaéhrungsphysiologischen Praxis an- 
gewandt, da beide Verfahren leicht zu handhaben sind, brauchbare Methoden 
der spezifischen Isolierung der die Rohfaser zusammensetzenden Einzel- 
bestandteile, wie unter anderem Cellulose, Lignin, bisher nicht den ge- 
wiinschten Anklang beim analytischen Arbeiten fanden. Beide Methoden 
geben bei Anwendung ein und derselben Substanz oft recht verschiedene 
Werte, in der Regel liefert das Verfahren von Kénig niederere Zahlen, da 
die nach dieser Methode erhaltene Rohfaser praktisch frei von Pentosanen 
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sein soll, w&hrend die nach dem Weender-Verfahren gewonnene noch er- 
hebliche Mengen davon enthalt. 

Es war daher schon seit langem das Bestreben zahlreicher Forscher, 
den Begriff der Rohfaser fallenzulassen und durch die quantitative Be- 
stimmung der einzelnen Rohfaserbestandteile eine priézisere Form dieser 
Kohlenhydratarten zu schaffen. Kénig hat den Weg hierzu in einem seiner 
letzten Werke ,,Neues Verfahren zur chemischen Untersuchung der Futter- 
und Nahrungsmittel** angegeben, Rubner nahm schon 1915 eine Isolierung 
der Zellmembran vor, konnte bei allen seinen Pflanzenuntersuchungen drei 
Gruppen von Kérpern feststellen, die Cellulose, die Pentosane und eine 
Restsubstanz, die ihrerseits eine Sammelgruppe darstellt, wozu Lignine, 
Hemicellulose, Mannan und Galaktan gehéren (4). Weiterhin befiirworten 
Kirschner und Hanak an Stelle der bisherigen iiblichen Rohfaserbestimmung 
die Anwendung der von ihnen ausgearbeiteten Methode der quantitativen 
Ermittlung von Cellulose mittels eines Gemisches von Essig- und Salpeter- 
siure, welche Art der Bestimmung sich an die von Fellenberg anlehnt und 
zuverlassige Werte geben soll (5). 

Neuerdings haben sodann Kiirschner und Hoffer durch Behandlung 
verholzter Membranen mittels salpetersiurehaltigen Alkohols ein sehr 
brauchbares Verfahren der Cellulosebestimmung ver6ffentlicht (6). 


Soll aber das Problem der Rohfaser nicht in rein chemischem 
Sinne erfaBt werden, wie es bei Anwendung der vorgenannten analy- 
tischen Methoden geschieht, soll dasselbe nach der biochemischen 
bzw. biologischen Seite hin gelést werden, so miissen in erster Linie 
diesbeziigliche Versuche derart angestellt werden, daB sie den natiirlichen 
Verhaltnissen méglichst nahe kommen. Dazusind fermentative Methoden 
erforderlich, die zu solchen Rohfaserprodukten fiihren, wie sie den 
Bakterien zur weiteren Verarbeitung in Wirklichkeit dargeboten 
werden. 

Es wurden daher zur Lésung dieser Frage zunachst Versuche 
derart angestellt, daB wir Vegetabilien verschiedenster Herkunft mit 
Fermentlésungen von Pepsin, Diastase und Pankreatin bei optimalster 
pu-Konzentration nacheinander behandelten und den nach dieser Be- 
handlung verbleibenden Riickstand eingehend analysierten. Der Gang 
der Untersuchung war hierbei folgender: 


3g Trockensubstanz, von wasserhaltigen Substanzen eine dieser 
Trockensubstanzmenge entsprechende gréBere Quantitét, wurden in 
einer geréumigen, weithalsigen Glasstépselflasche mit 500 ccm einer Pepsin- 
salzsaurelésung iibergossen, die durch Auflésung von 2 g Pepsin in 490 cem 
destilliertem Wasser und Hinzufiigen von 1,8cem 25°, iger Salzséure 
hergestellt war. Das px dieser Lésung betrug 1,6. Unter 6fterem Um- 
schiitteln wurde dieses Gemisch 48 Stunden bei 37° im Brutschrank 
stehengelassen, sodann mit Natronlauge neutralisiert und 100 ccm einer 
1 °,igen, frisch bereiteten, filtrierten Lésung von Diastase absolutum (Merck) 
hinzugefiigt. Darauf wurde mit Salzsiure wiederum schwach angesaéuert, 
so da8 das po nunmehr 4,5 betrug. Nach 48stiindigem Stehen im 
Brutschrank wurde der Inhalt der Flasche durch ein Jenaer Gilasfilter 
filtriert, die dem Riickstand noch anhaftende Fliissigkeit durch Absaugen 
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moglichst entfernt und der Riickstand wieder in die Flasche zuriick- 
gegeben. Nach Hinzufiigen einer alkalischen Pankreatinlésung, die 
durch Auflésen von 2g Pankreatinum absolutum (Merck), 0,2 g Natrium 
earbonicum, 4,25 g Natriumchlorid in 500 cem destilliertem Wasser be- 
reitet war, so daB das py 7,8 betrug, und nach dem Uberschichten der 
Lésung mit wenig Toluol, um eine Zersetzung zu verhindern, wurde 
das Gemisch bei 6fterem Umschiitteln 4 Tage im Brutschrank belassen, 
der Riickstand alsdann quantitativ auf ein zuvor bei 110° getrocknetes 
und gewogenes Glasfilter gebracht. Das Auswaschen des Riickstandes 
erfolgte zunaéchst mit destilliertem Wasser bis zum Verschwinden der 
(l’-Reaktion, sodann wurde der Riickstand mehrere Male mit Alkohol 
und Ather nachgewaschen, hierauf bei 110°C bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. 


Zum Vergleich wurden von entsprechenden Mengen der betreffenden 
Vegetabilien ebenfalls die Rohfaser bestimmt sowohl nach dem Weender- 
Verfahren, je halbstiindiges Kochen mit 1,25°, H,SO,, sodann mit 
1,25°,iger Kalilauge, wie auch nach dem von Kénig, einstiindiges 
Kochen mit Glycerin-Schwefelséure. Als Ausgangsmaterial wandten 
wir an: Dérrgemiise, Haferschrot, schwarzer Pfeffer (gemahlen), gelbe 
Riiben (frisch), sowie Zimt (gemahlen). Die allgemeine Zusammen- 
setzung dieser Vegetabilien ist in Tabelle I wiedergegeben, wahrend in 
Tabelle IT die nach den einzelnen Verfahren erhalte nen Rohfaserwerte 
aufgefiihrt sind. 

Tabelle I. 





bor, | Hater: | preter | bem aim 

Wasser in “% ‘nt 22.85 13,35 12,56 92,05 8,84 
Trockensubstanz in % .... 7715 86.65 87,44 7.95 91,16 
Extraktstoffe, atherlosl. in % . 0,89 2,44 9,56 0,24 2,54 
- stickstofffreie in % 52,96 65,78 48.63 4,47 46,71 
Rohprotein in%. . er ee 11,18 13,87 12,67 0,81 3,50 
Rohtaser ( Weender) in 1% a ae 7,08 2.41 11,94 0,90 32,52 
Mineralbestandteile in % . . . 5,04 2,10 4.64 1,52 5,89 
Alkalitat der Asche in ecm N/A 44.85 15.80 52.73 9,21 91,50 


Tabelle Il. 





Differenz im 


Rohfasergehalt 

Verfahren nach | Verfahren nach Ferment- bei dem Ferment 

Konig Weender verfahren und Weender- 
Verfahren 

0 0 ( 
0 0 

Dérrgemiise 6,78 7,08 11,57 + 4,49 
Haferschrot , 2,50 2,41 5,38 2,97 
i... eee ee 11,44 11,94 21,52 + 9,58 
Riiben, gelbe 1,08 99 1,65 + 0,75 
Zimt 3, 66,41 34,02 
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Vorstehende Werte sind Mittelwerte aus je zwei bis drei Analysen. 
Um die nach den genannten drei Verfahren erhaltenen Rohfaserarten 
auf ihre chemische Zusammensetzung zu untersuchen, damit sie auch 
nach dieser Richtung miteinander in Vergleich gestellt werden konnten, 
wurden von den so gewonnenen Rohfasersubstanzen die Kohlenstoff-, 
Wasserstoff- und Stickstoffbestimmungen ausgefiihrt, die zu denen in 
Tabelle III angegebenen Werten fihrten: 


Tabelle III. 





Kohlenstoft C = 12,000 Stickstoff N = 14,008 Wasserstoff H = 1,0078 








= a ‘fs = ew ‘gs oS. ig 
Eo | ES | 2 | fe) ES | ge | ES | ES | BE 
4: 4§ | 6 | 25 28 g2) 35 | 28 | es 
Bs | Ss | 5B | SS | Ss | SB | SS | Sa | Ss 
> >= = > > >= > > > = mS 
0, %o Of 9% 9% 9/9 Jo 99 90 
Dorrgemiise . 42,86 42,06 | 42,68 0,23 020 050 6,84 6,51 | 6,55 
Haferschrot . 56,77 47,70 | 47,55 0,52 0,70 0,66 | 7,75 7,11 | 7,36 
Pfeffer . . . | 51,39 48,58 45,16 0,41 041 | 0,55 | 6,33 | 6,91 | 6,47 
Riiben, gelbe 46,03 42,45 | 4264 012 0,18 0,389 | 664 6,62 | 6,36 
Zimt. ... | 52,63 46,05 4694 0,52 1,22 0,88 | 6,34 | 566 | 6,34 


Weiterhin wurde festgestellt, daB simtliche nach einem der Ver- 
fahren gewonnenen Rohfaserarten beim Veraschen geringe Mengen an 
Mineralbestandteile hinterlieBen, deren prozentuale Werte in Tabelle IV 
wiedergegeben sind. 





Tabelle IV. 
Dorr- Hafer- Riiben, 
gemiise schrot Pfeffer gelbe Zimt 
%9 %lo 99 %l9 lg 
Rohfaser nach Kinig... . 3,00 8,56 | 1,88 7,53 1,40 
» Weender... 8,20 247 | 3,03 7,34 3,88 
” nach dem Ferment- 
CR kes eS 3,22 2,57 2,89 7,38 3,74 


Unter Beriicksichtigung der gefundenen Mineralstoffwerte be- 
rechnet sich der Gehalt der mineralstofffreien Rohfaser an Kohlenstoff, 
Sauerstoff, Stickstoff und Wasserstoff wie folgt (Tabelle V). 

Zur weiteren Vergleichbarkeit der chemischen Zusammensetzung 
der einzelnen Rohfaserprodukte wurde noch die Permanganatzahl be- 
stimmt, deren GréBe Tabelle VI angibt. 


Die Ausfiihrung dieser Bestimmung geschah in der Weise, daS etwa 
10 mg der betreffenden Rohfasersubstanz mit 100 ccm destilliertem Wasser, 
10 cem n/10 Kaliumpermanganat!ésung und 10 cem verdiinnter Schwefel- 








Tabelle V. 
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Kohlenstoff Sauerstoff | Stickstoff | Wasserstoff 
}= 12,000 O = 16,00 | N= 14,008 H = 1,0078 
0 0 0 0 0 0 0 0 
$ 44,18 48,53 0,24 7,05 
& 43,34 49,63 0,21 6,82 
~@ | nech dem Ferment: || 4419 | 48,02 0,52 6,76 
5 58,86 32,56 0,54 8,04 
2 48,90 43,10 0,71 7,29 
(ee Se See Tl oes | anes 0,67 7,55 
5 52,37 46,52 0,42 6,45 
2 50,09 42,37 0,42 7,12 
S [mach dem Ferment: i) 46,50 | 46,28 0,56 6,66 
5 49,77 43,14 0,13 6,96 
£ e 45,79 46,78 0,29 7,14 
S \7ect dem Kerment- | 46,03 | 46,69 0,42 6,86 
| 5 53,37 39,68 0,52 6,43 
2 47,90 45,06 1,26 5,78 
| 4 nach dem Ferment- 48.76 43.75 0.91 6.58 
Tabelle VI. 
sw |g s | Bs 
.& Boe = z 
ae Sac = cs 
“3 |Eex| * | 38 
¥ 55% 2 bd to 
mg “a wom 
Rohfaser nach Kinig ... . 13,7 2,4 0,56 
Dé ase Weender . 14,2 8,2 0,72 
a nach dem Ferment- 
Pty ex bese el ok 10,8 2.4 0,70 
Rohfaser nach Kinig . . 10,2 2,9 0,89 
Weender . 10,8 8,2 0,93 
nach dem Ferment- 
10,8 8,7 1,08 
Rohfaser nach Weender . 14,2 4,1 0,91 
nach dem Ferment- 
eee Seg 12,3 3,5 | 0,89 
Rohfaser nach Kénig . .. . 13,3 | 5,9 1,40 
Weender . . . 12,2 | 4,6 1,19 
nach dem Ferment- 
“deat Bee 13,3 5.4 1,28 
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Biochemie und Biologie der Rohfaser. 


séure 10 Minuten lang gekocht wurden. Nach dieser Zeit wurde das 
nicht verbrauchte Kaliumpermanganat mit n/10 Oxalséurelésung zuriick- 
titriert. 

Aus den vorliegenden Untersuchungsergebnissen geht klar und 
deutlich hervor, daB wir beim AufschluB verschiedener Vegetabilien 
nach dem vorstehenden Fermentverfahren zu einem Rohfaserprodukt 
gelangen, das seiner chemischen Zusammensetzung nach praktisch 
identisch ist mit der nach der Weender-Methode erhaltenen Rohfaser. 
Es liegt aber der gefundene Rohfaserwert bei dem AufschluB der Materie 
auf fermentativem Wege stets um ein betrachtliches héher als wie dieses 
bei den Verfahren von Kénig und Weender der Fall ist. Daraus er- 
gibt sich, daB ein Teil der Rohfaser, wahrscheinlich der Celluloseanteil, 
durch die rein chemischen Verfahren zu stark abgebaut wird, dab 
diese verloren gegangenen Anteile fiir die biologische Bewertung nicht 
mehr zu erfassen sind. Zu der gleichen Anschauung kommen auf Grund 
ihrer Arbeiten auch Kiirschner und Hanak, nach deren Angabe die 
verhaltnismaBig widerstandsfahige Cellulose bei den verschiedenen 
Isolierungsverfahren mehr oder weniger angegriffen, dabei in Oxy- 
cellulose und andere Derivate, auch in wasserlésliche Abbauprodukte 
umgewandelt wird (7). 

Auch morphologisch betrachtet stimmen die mikroskopischen Be- 
funde der Weenderschen sowie Fermentrohfaser praktisch tiberein, ab- 
weichend hiervon verhalt sich die nach dem Verfahren von Kénig ge- 
wonnene Rohfaser. , Tabelle VII veranschaulicht diese Ergebnisse. 

Die fermentative Wirkung der angewandten Fermentlésungen be- 
steht demnach fast ausschlieBlich in einer Hydrolyse der in den Zellen 
enthaltenen Proteinsubstanzen sowie Polysacharide (Starke und deren 
nachste Verwandte), also praktisch genommen in einer Auflésung des 
Zellinhalts. Ein kleiner Stickstoffanteil bleibt stets in der Rohfaser 
zuriuck, dessen chemischer Charakter anderer Art sein muB, als wie 
jener der in dem Zellinhalt vorhandenen Polypeptide. 


DaB die Zellschichten fiir die Fermente durchdringbar sind, haben 
die Untersuchungen von Jaffa und Heupke gezeigt. Heupke konnte in 
seinen Versuchen nachweisen, da8 das Eiwei8 bei Kleberzellen, welches 
von dickwandigen Cellulosehiilsen eingeschlossen ist, durch Magensaft zur 
Halfte, durch Darmsaft zu drei Viertel der vorhandenen Menge verdaut 
wird. Auch Biedermann stellte fest, daB das tryptische Ferment das Pflanzen- 
eiweiB verdaut, nicht dagegen solches von seiten des Pepsins geschieht (8). 


Um den hydrolysierenden Wert unserer Fermentlésungen einiger- 
maBen kennen zu lernen, verfuhren wir in der Weise, daB wir von 
Dérrgemiise, Haferschrot und Zimt bestimmte Quantitéten mit den 
entsprechenden Mengen der bei dem vorstehend beschriebenen Ferment- 
verfahren angewandten Salzsiure und Sodalésung, ohne Ferment- 
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zusatz, 2 bzw. 6 Tage bei Brutschranktemperatur behandelten. Ta- 
belle VIII gibt die hierbei erhaltenen Befunde wieder: 


Tabelle VIII. 





a b € d e f gz h 
| ~~?! iy 
© | @ ae ~ "4 
2 ' to | m&! Pe) =] Ss , 
ca | is = o ") = 
eo | of ef | 25% / »& o%t& | &= Eggs 
3s Bad ay os “6 2 wee ee |#Ex 
sé 255 mas } =s6 | @. 5s ese |2se8 
ce | ses | ge | #68 | £8 | acs | EMS | cEeS 
a . | ate A | 
oa , Ae | oe won i K-34 Sag ees Be os 
we S25 | Ba o$S5 | 8 ees 225 | S's 
as ofa | irs see | 4 ss2 Str | se ea 
“3 | 6 | €& ess | & Noe | Se |S 
. za | of Sto? | ES” = 5 & 
} Py 5 ad 
g 4 4 4 | %Jp %J9 %o 9% 
Einwirkung von verdiinnter Salzsaure. py = 1,40. 


Dérrgemiise || 1,1038 | 0,8516 | 0,4835 | 0,8681 | 43,23 56,77 | 14,99 | 41,58 
Haferschrot || 2, 15789 | 2.2346 | 11,4234 0,8112 31,41 68,59 6,20 | 62,39 
Sit . . . I 3, 0012 | 2, 7358 1,9411 | 0,7947 | 26,47 73,53 72,85 0,68 


Einwirkung von Sodalésung. pa = 7,80. 
Dérrgemise 1.2484 | 0,9631 | 0,4500 | 0,5131 | 63,27 | 46,73 | 14,99 | 31,74 
Haferschrot | 3,0152 | 2,6126 | 0,9453 | 1 6673 | 63,81 | 36,19 6,20 | 29,99 
Zimt . . . | 1,1750| 1,0711 | 0,8515 0,2196 | | 20,50 | 79,50 | 72,85 | 6,65 


Wir ersehen daraus, daB die fermentative Wirkung fiir die Isolierung 
der Rohfaser eine ganz betrachtliche ist. 


Fir die weiteren vergleichenden Untersuchungen des biologischen 
Verhaltens der nach den verschiedenen Verfahren isolierten Rohfaser- 
substanzen wurde ihr Verhalten gegeniiber den in menschlichen 
Fazes normalerweise vorkommenden Mikroorganismen gepriift. 


Schon aus friiheren zahlreichen Arbeiten, die sich aber vornehmlich 
auf die Ausnutzbarkeit vegetabilischer Rohfaser im Tierorganismus stiitzen, 
ist bekannt, dali der Angriff der auf fermentativem Wege vorpraéparierten 
Cellulose lediglich durch Mikroorganismen erfolgen soll, nicht durch 
Fermente. So fand Hopffe im Panseninhalt des Rindes einen cellulose- 
lésenden Aspergillus, den sie Aspergillus cellulosae nannte und der sich auf 
Mannitagar rein ziichten lieB (9). Bradley und Rettger berichteten tiber 
die Ziichtung von Mischkulturen cellulosevergérender Bakterien in selektiven 
organischen Nahrlésungen und wollen auf auxanographischem Wege ein 
celluloselésendes Enzym nachgewiesen haben (10). Téhnis und Lockhead 
stellten Rohkulturen cellulosezerstérender aerober Bakterien aus Garten- 
erde und: Kuhmist her, konnten aber.nicht zu Reinkulturen gelangen (11). 
Weiterhin erwahnt Erich den Eacillus celiuloram fermentans, den Erreger 
der Celluloseverdauung bei der Rosenkéferlarve (12). Den auch beim 
Menschen im Instestinum angetroffenen Bac. cellulosae dissolvens, der 
sich ferner bei zahlreichen Pflanzenfressern und im Boden vorfindet und 
Cellulose unter anaeroben Bedingungen angreift, untersuchte Y. Khouvine 
naher und kommt auf Grund seiner Befunde zu der Annahme, daB8 dieser 
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Bazillus beim Celluloseabbau eine erhebliche Rolle spielt (13). Als weiter 
die Cellulose angreifende Bakterien wurden die Stabchen Cellulomanas 
aurantiacus, -flavus, -albus aus Gartenerde, ferner der Coccus Cellulococcus 
albus, aus Schlamm geziichtet. AuSer dem bereits genannten Aspergillus 
gibt es noch andere Schimmelpilzarten, sc Cladosporium, die Cellulose bei 
Gegenwart von Luft und Naéhrsalz in Hexose und Kohlenséure zersetzt (14). 
Es bleibt aber bei dem Angriff der Mikroorganismen auf die Rohfaser, in 
erster Linie auf deren Cellulosesubstanz, bis heute noch immer die Frage 
ungelést, ob doch nicht mit der intermediéren Wirkung eines von den 
Mikroorganismen gebildeten Enzyms gerechnet werden mu8. 

Pringsheim versetzte seinerzeit bei 55° geziichtete thermophile Cellulose- 
vergaérer mit einer Lésung von Jodoform in Aceton, legte darauf die Garungs- 
fahigkeit dieser Mikroben vollstaéndig lahm, wobei die hydrolysierende 
Wirkung des in ihnen erhaltenen Ferments bestehen bleibt. Als Abbau- 
produkte konnte Pringsheim die theoretisch geforderte Cellobiose sowie 
Glucose nachweisen, glaubte damit also ein die Cellulose spaltendes Ferment 
gefunden zu haben (15). Es gelang aber Pringsheim nicht, mit Reinkulturen 
von cellulosezersetzenden Bakterien dieses Kohlenhydrat in Lésung zu 
bringen oder in einer anderen Form anzugreifen (16). 


Oppenheimer sieht es als ein Postulat an, daB die Bakterien und Pilze, 
soweit solche Cellulose anzugreifen in der Lage sind, Fermente besitzen 
miissen, die zunéchst das Cellulosemolekiil aufspalten und es damit zugleich 
fiir die chemische Umsetzung vorbereiten (17). Fuhrmann ist der Ansicht, 
daB es sich bei der Annahme eines die Cellulose zersetzenden Ferments, 
Cellulase, um eine Substanz handelt, die in sehr geringen Mengen erzeugt, 
nur fiir die nachste Umgebung enzymatisch wirksafm ist. Denn es war 
bisher nicht gelungen, aus Bakterien, die Cellulose anzugreifen vermégen, 
ein spezifisches Celluloseferment zu gewinnen (18). Auch Scheuwnert und 
Grimmer verneinen das Auftreten celluloselésender Fermente bei der Ver- 
dauung, sie sprechen den Angriff der Cellulose als einen rein bakterielien 
Vorgang an, da derartige Fermente in den Verdauungssaften vollig fehien. 
Sie stiitzen ihre Ansicht auf zahlreiche nach dieser Richtung hin unter- 
nommenen Versuche (19). 


Bei den von uns unternommenen vorlaufigen Versuchen in 
dieser Richtung kamen wir ebenfalls zu einem negativen Ergebnis. 
Es wurden Garréhrchen mit 60 ccm Peptonbouillon beschickt, eine 
genau abgewogene Menge, der auf fermentativem Wege erhaltenen, 
noch feuchten Rohfarer hinzugegeben und die Nahrfliissigkeit mit 
wenig Paraffin tiberschichtet. Nach erfolgter Sterilisation wurden 
5ccem eines sterilen Fazesauszugs hinzugefiigt, der wie folgt bereitet 
war: Etwa 2g frischer Fazes wurden mit 20 ccm physiologischer 
Kochealzlésung im Morser griindlich verrieben und die Aufschwemmung 
durch eine sterile Berkefeld-Kerze filtriert. Das Filtrat wurde sofort 
zur Beimpfung der Réhrchen verwandt. Bei allen von uns angewandten 
Rohfaserarten konnten die in die Garréhrchen eingewogenen Mengen 
Substanz wieder unverandert, quantitativ, erhalten werden. Nach- 
stehend sind die diesbeziiglichen Ergebnisse bei gelben Riiben und Zimt 
wiedergegeben. 
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Tabelle IX. 





a b c j d 
Differenz 


Entsprechende Wiedergefundene| zwischen den 


Angewandte oan * 
se emonge Menge Trocken- | Menge Trocken-| bei b und ¢ 
Substanzmenge substanz substanz | aufgefiihrten 
| Werten 
mg mg mg mg 
Zimtpulver .. . 485,60 149,90 146,60 — 3,10 
Dorrgemiise . . . 369,10 7,89 8,10 + 0,21 


Diese Versuche sollen jedoch keineswegs eine endgiiltige Lésung 
der Frage der Mitwirkung von Fermenten auf die Rohfaser darstellen, 
es werden diese Untersuchungen noch unter anderen Versuchsbedin- 
gungen fortgesetzt. 

Da nach dem Vorstehenden mit einem einzelnen spezifischen 
Mikroorganismus bei der Celluloseverdauung im Darm des Menschen 
nicht gerechnet werden darf, eher ein symbiotisches Verhalten ver- 
schiedener Bakterien und Pilze den Vorgang der chemischen Um- 
setzung der Cellulose bewerkstelligen, so stellten wir unsere Versuche 
zum Nachweis einer Zersetzung der Rohfaser in der Weise an, daB wir 
geniigend groBe Garréhrchen mit 60 ccm Nahrbouillon beschickten, 
eine genau abgewogene Menge der nach dem Fermentverfahren ge- 
wonnenen, noch feuchten Rohfaser in die Nahrfliissigkeit hineingaben, 
mit wenig Paraffin iiberschichteten und die Réhrchen sodann steri- 
lisierten. Hierauf wurden die Réhrchen mit genau zwei gleich groBen 
Osen frischen Fazes beimpft und mehrere Tage lang bei 27°C in den 
Brutschrank gestellt. 

Zur Kontrolle wurden je ein Garréhrchen in genau gleicher Weise 
ohne Rohfaserzusatz prapariert, ein zweites mit Rohfaserzusatz, aber 
ohne Fazes, ein drittes sowohl ohne Fazes wie auch ohne Rohfaser, 
also nur Nahrbouillon und Paraffin enthaltend. 

Weiterhin fiihrten wir gleichzeitig von der zur vorstehenden Unter- 
suchung angewandten Rohfaser eine Wasserbestimmung aus, um so 
den in der feuchten Rohfaser verbleibenden Trockenriickstand quanti- 
tativ zu erhalten, da nur diese Werte, wie spater gezeigt wird, unter- 
einander vergleichbar sind. 

Nach Ablauf von 5 bis 6 Tagen war in der Regel eine heftige Gas- 
entwicklung bei gleichzeitiger Zersetzung eines Teiles der angewandten 
Rohfaser eingetreten, ebenfalls auch eine solche in dem mit Fazes be- 
schickten Kontrollgaérréhrchen, herriihrend von der in Fazes enthaltenen 
Cellulose bzw. deren Abbauprodukten. Die Menge des gebildeten 
Gases iibertraf jedoch in allen Fallen bei Gegenwart der Rohfaser die 
der Kontrolle, wenn auch diese Unterschiede mitunter nicht sehr von- 
einander abwichen. Die in den Giarréhrchen noch verbleibende un- 
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geléste Substanz wurde sodann quantitativ auf ein zuvor bei 110° 
getrocknetes und genau gewogenes Jenaer Glasfilter gebracht und das 
Filtrat vorlaufig beiseite gestellt. Der Niederschlag wurde mit heiBem 
destilliertem Wasser griindlich ausgewaschen, sodann mit Alkohol und 
Ather nachgewaschen, hierauf bei 110°C bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet und gewogen. Die Differenz zwischen dem berechneten 
Trockensubstanzgewicht aus der urspriinglich angewandten wasser- 
haltigen Rohfaser unter Zugrundelegung des gefundenen Wassergehalts 
und nach dem durch den Versuch erhaltenen Trockensubstanzgewicht, 
ergab diejenige Menge Rohfaser, die von den in den Fazes vorhandenen 
Mikroorganismen umgesetzt wurden, bei gleichzeitiger Beriicksichtigung 
der aus den zwei Osen verbleibenden trockenen Fazesresten. Die Werte 
dieser Versuche sind in Tabelle X wiedergegeben, die Wasserwerte 
der fermentativ aufgeschlossenen Rohfaser bzw. deren Trockenriickstande 
in Tabelle XI. 
Tabelle X. 














a b e d t f 
25} ae, a 

Ey Safe |S_§& 

a) a = =~ ¥ 

A = 28s 4 
as =st Feo a4 
eo BS§ aac 

© es & 
== =utzi|SsEes g 
a ja 4817S oe L 

2 C200) o ee xs 
-- c = te = © . 

Ba aget| Mess 

Ss ano ors 

E Sta is 2S 

ES Aon r = sm 

< - 

mg mg mg mg mg 9 


Rohrehen mit Roh- || 3496 98) 58 0,5 | 88 94,62 


Dorrgemiise faser und Fazes | 
Roéhrchen mit Fazes — — 4,8 —- -— - 
Rohrehen mit Roh- || 939.8) 32.6 | 27,0 | 18,9 | 13,7 | 42,02 
Haferschrot faser und Fazes 
| Roéhrehen mit Fazes _- — 8,1 Be — —_ 


f Roéhrehen mit Roh- | 338.7 741 16 04 6.70 94.36 
Riiben, gelbe{ faser und Fizes = | , < , . ‘ 4 


Roéhrchen mit Fazes ~- — 1,2 -- -— 


Rohrehen mit Rob- || 4995 1520 91,4 86.2 65,8 | 43,28 
Zimtpulver { faser und Fizes 


Rodhrehen mit Fazes — _- 5,2 _ -- -- 


Tabelle XI. 





Doérrgemiise- Haferschrot- Riiben, gelbe, = , 
rohfaser rohfaser Rohfaser Zimtrohfaser 
0 0 Of5 0/5 "lo 
i... rarer 98,28 85,94 97,86 69,13 


Trockensubstanz 1,72 14,06 2,14 30,87 
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Bei allen Kontrollversuchen, wo die Garréhrchen nur mit Rob- 
fasersubstanz, Nahrbouillon und Paraffin beschickt waren, lieBen sich 
keine Verluste der Rohfasersubstanz durch Hydrolyse feststellen, die 
gefundenen Werte der Trockenriickstaénde nach sechstagigem Stehen 
unterscheiden sich nur unwesentlich von denen der angewandten Sub- 
stanzmengen, waren daher fiir die Beurteilung diesen praktisch gleich- 
zusetzen. 

Die nach Beendigung der Versuche in dem Garréhrchen ver- 
bleibende Nahrbouillon wurde zur Entfernung der ungelésten Bestand- 
teile durch Seitz-Filter filtriert und diese klaren Filtrate auf die An- 
wesenheit reduzierender Substanzen mittels Fehlingscher Lésung, auf 
das Vorhandensein von geléster Cellulose mittels Chlorzinkjodlésung 
gepriift. Wir erhielten in allen Fallen negative Resultate. Somit war 
die Rohfaser, soweit solche der bakteriellen Zersetzung anheimgefallen 
war, entweder restlos abgebaut etwa im Sinne der Henneberg-Stohmann- 
schen- Gleichung 

21C,H,,0;+ 11H,O = 26C0,+ 10CH,+ 12H+ 19C,H,0, 
+ 13 C,H,O, 
oder ein Teil blieb in Form vergarungsfahiger Kohlenhydrate, Abbau- 
produkte der Cellulose, des Lignins usw., gelést. Auch mit Hilfe von 
Phenylhydrazin war es nicht méglich, aus der Lésung Substanzen vom 
Typ der Osazone zu isolieren. 

Ein besonderes Verhalten fiir die Angriffsfahigkeit seitens der 
Mikroorganismen zeigte die Rohfaser insofern, daB es uns niemals 
gelang, die einmal getrocknete, wasserfreie Rohfaser in einen solchen 
chemisch physikalischen Zustand zuriickzufiihren, daB sie wieder fiir 
biologische Umsetzungen zuganglich war. Auch die nach dem Verfahren 
von Konig isolierte Rohfaser, selbst wenn solche noch feucht war, er- 
wies sich kaum angriffsfahig, etwas giinstiger in diesem Falle verhielt 
sich die Weendersche Rohfaser. Stets hatten wir nach dieser Richtung 
hin die besten Erfolge mit der auf fermentativem Wege aufgeschlossenen 
Rohfaser und diese Beobachtungen lassen den SchluB zu, daB die Roh- 
faser einen bestimmten Quellungszustand haben muB, um von den 
Mikroorganismen zersetzt zu werden, was mit ihrem chemischen Aufbau 
in unmittelbarem Zusammenhang stehen diirfte. 

Rubner machte ebenfalls auf diese Tatsache in seinen Abhandlungen 
iiber die Verdaulichkeit der Nahrungsmittel aufmerksam und sagt unter 
anderem, da8 die Verdaulichkeit der Zellmembran nicht auf ihren Gehalt 
an Cellulose zuriickzufiihren sei, sondern die Verschiedenheit des Aufbaues 
der Cellulose, ihre Kolloidnatur, mitbestimmend dabei ist (20). Aber auch 
der Gehalt der Membranen an dem fiir die Mikroorganismen schwer an- 


greifbaren Lignin ist ein Faktor fiir die gréBere oder geringere Intensitét 
des Zerspaltungsvermégens der genannten Kohlenhydrate. Man mu8 
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ferner auch die morphologische Struktur der Zellmembranen mit in Betracht 
ziehen, die nach den Untersuchungen von Liidke aus verschiedenen La- 
mellen, die schalenartig das Lumen umgeben, aufgebaut sind. Liidtke 
unterschiedet hierbei die nach innen liegende tertiére Lamelle, eine sekun- 
dare und primare. Diese drei Lamellenarten sind von polymeren Kohlen- 
hydraten aufgebaut, wahrend mitunter noch zwischen primérer und sekun- 
dairer Lamelle, sich einschiebend, eine Mittellamelle auftreten kann, die 
Lignine und Pektine enthalt, also substantiell von den iibrigen Lamellen 
verschieden ist. Die Celluloseablagerung ist hierbei in der sekundéren 
Lamelle hauptséchlich anzutreffen (21). Daraus ergibt sich in Ergaénzung 
des oben Gesagten, daB auch die GréBe und strukturelle Form der Lignin- 
und Cellulose fiihrenden Schichten die Angriffsfahigkeit der Mikroorganismen 
mittelbar beeinfluBt. GewiB ist das Lignin bei chemischen Prozessen 
empfindlicher als die Cellulose, bei biologischen Vorgéngen scheint dieses 
dagegen umgekehrt der Fall zu sein, worauf unter anderem die Unter- 
suchungen von Falck und Haag hinweisen (22). 


In weiteren Versuchen wurde dann nochmals unter Zugrunde- 
legung der oben angewandten Methodik festgestellt, inwieweit Rein- 
kulturen der in Fazes normalerweise vorkommenden Bakterien wie 
Coli-, Gasbrand- und Butterséurebazillen an eine Zersetzung der Roh- 
faser mit beteiligt sind. Wir verfuhren technisch in genau gleicher 
Weise wie es bei der Einwirkung von Fizes auf die feuchte, durch 
fermentativen AufschluB frisch bereitete Rohfaser geschah. Zur Be- 
impfung der Garréhrchen wurden je ein Stamm eines von uns geziichteten 
Colibazillus, ein solcher von Gasbrand sowie von Bazillus amylobacter 
verwandt, welche beide letzteren Staémme uns in liebenswiirdiger Weise 
von Prof. Zeissler, Altona, iiberlassen waren. 

Nach Verlauf von 6 Tagen zeigte sich, daB in simtlichen Réhrchen 
ein gutes Wachstum der Mikroorganismen erfolgte, aber die vorhandene 
Rohfaser, gleichgiltig ob solche von Doérrgemiise, Haferschrot, gelben 
Riiben oder Zimt herriihrte, nicht angegriffen war. Die eingewogene 
Menge der betreffenden Rohfasersubstanzen, auf Trockensubstanz 
umgerechnet, konnte ohne praktisch nennenswerte Verluste nach 
Filtration und Trocknung wiedererhalten werden. Weiterhin zeigten 
die Filtrate keine Reaktionen auf reduzierende Stoffe, auch nicht 
solche vom Typ der Monosaccharide, weder mit Fehlingscher Lésung 
noch durch die Osazonprobe.  Refraktion, Polarisationsvermégen 
(im 200-mm-Rohr gemessen), sowie die Wasserstoffzahl war bei allen 
Filtraten praktisch gleich. Auch mittels Jodlésung konnte kein Farb- 
umschlag in dem Filtrat herbeigefiihrt werden. 


Die bisher angefiihrten Versuche der Zersetzung der Rohfaser 
durch die Mikroorganismen der Fiazes wurden stets in Peptonbouillon 
als Nahrmedium ausgefiihrt und es war daher auch von Interesse, 
eine derartige Inangriffnahme bei Gegenwart einer genau ihrer chemi- 
schen Zusammensetzung nach bekannten Niahrfliissigkeit kennen zu 
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lernen. Als solche stellten wir eine Lésung von 0,5 g Kochsalz, 0,2 g 
Kaliumbiphosphat, 0,6 g Ammonlactat in 100ccm Wasser her. Je 
60 ccm der klar filtrierten Lésung wurden in die Garréhrchen gegeben, 
sodann eine genau abgewogene Menge auf fermentativem Wege frisch 
bereitete Rohfaser etwa 250,0 mg im Durchschnitt hinzugeben, mit 
Paraffin tiberschichtet und sterilisiert. Jedes Réhrchen wurde sodann 
mit zwei kleinen Osen frischer Fazes beimpft. Als Kontrolle wurde ein 
Garrohrchen lediglich mit der Nahrlésung und Paraffin beschickt, 
vier weitere Réhrchen in genau der gleichen Weise behandelt wie zum 
Hauptversuch, aber ohne Beimpfung mit Fazes, ferner in ein sechstes 
Réhrchen Nahrfliissigkeit, Paraffin sowie 0,5°,, Traubenzucker gegeben, 
ebenfalls sterilisiert und mit zwei Osen Fazes beimpft. Nach sechs- 
tigigem Stehen im Brutschrank zeigte sich folgender Befund: 

Saimtliche mit Rohfasersubstanz und Fazes beschickten Rohrchen 
zeigten eine sehr starke Triibung infolge starken Bakterienwachstums 
und Léslichmachung eines Teiles der Rohfaser, aber keine Gasbildung. 
Die durch die Tatigkeit der Mikroorganismen umgesetzten Rohfaser- 
mengen betrugen: 

Tabelle XII. 
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: mg mg mg mg mg mg 0 0 
Dérrgemiise . .. | 2694, 12,45) 4,8 3,2 1,6 10.85 86,82 
Haferschrot. . . . || 2465 63,17 47,0 8. 41,7 19.37 30,66 
Riiben, gelbe . . . || 2533) 7,39) 4,3 8,2 1,1 6.29 85.05 
Zimt. ..... . | 252,7| 86,25 | 59,85 3,2 56,65 29.60 34,31 


Der Feuchtigkeitsgehalt der angewandten frisch bereiteten Roh- 
fasersubstanzen betrug bei Dérrgemiise 95,38°,, bei Haferschrot 
74,37%, bei gelben Riiben 97,08°, und bei Zimt 65,87°%). 


Bei den Kontrollen Nr. 1 bis 5 waren simtliche Lésungen voll- 
kommen klar geblieben, die angewandte Rohfasermenge, bezogen 
auf Trockensubstanz, bei den Réhrchen Nr. 2 bis 5 konnte in allen 
Fallen praktisch in gleicher Menge wieder erhalten werden. In Kontroll- 
réhrchen 6 war eine starke Gasbildung infolge des vergorenen Trauben- 
zuckers eingetreten. Samtliche Filtrate der Garréhrchen wurden mittels 
Fehlingscher Lésung wiederum auf das Vorhandensein reduzierender 
Substanzen gepriift, sowie mit Jodlésung auf starkeahnliche Poly- 
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saccharide. In allen Fallen verliefen die ausgefiihrten Reaktionen 
negativ. 

Dieser Versuch scheint uns demnach eindeutig zu beweisen, dab 
die Mikroorganismen des Fazes in Nahrlésungen bekannter chemischer 
Zusammensetzung Rohfaser wohl anzugreifen vermégen, einen Teil 
derselben zur Lésung bringen, wenn auch die Werte fiir die in Lésung 
gebrachten Anteile durchschnittlich etwas niedriger liegen als wie bei 
Verwendung eines Pepton-Bouillon-Nahrbodens. Vor allen Dingen 
aber haben wir keine Gasentwicklung, also keine weitere Zersetzung 
der gelésten Substanzen, bei Gegenwart der Phosphat-Ammonlactat- 
lésung beobachten kénnen. Worauf dieser biologisch so interessante 
Unterschied zwischen Wirkung der Mikroorganismen bei Verwendung 
in Pepton-Bouillon und kiinstlicher Nahrfliissigkeit zuriickzufiihren 
ist, kann vorlaufig nicht mit Sicherheit festgestellt werden, weitere 
Untersuchungen miissen auch hier noch Aufklérung bringen. 

Wir sehen somit, daB die normalerweise im Fazes vorkommenden 
Mikroorganismen woh] in der Lage sind, Rohfaser anzugieifen, und zwar, 
je nach Art ihrer Zusammensetzung, zu einem nicht unerheblichen 
Betrage. Ein Angriff erfolgt in erster Linie stets auf die fiir die Mikro- 
organismen biologisch leichter aufspaltbaren Stoffe, wie die Cellulose, 
und nicht auf das schwer zugiangliche Lignin, Kutin oder Suberin. 
Trotzdem fallen auch diese Stoffe mehr oder weniger der Zersetzung 
anheim. Hierbei muB, wie bereits erwihnt, angenommen werden 
daB der molekulare Aufbau der genannten, die Rohfaser zusammen- 
setzenden Substanzen, damit in unmittelbarem Zusammenhang stehend 
ihr Quellungsvermégen, von fundamentalem Einflu® fiir die Art und 
Starke der Angriffswirkung der Bakterien ist. Uber den Weg des 
chemischen Abbaues der Cellulose selbst, die Staudinger als Endglied 
der Reihe der Polycelloglucandihydrate auffaBt, wobei die Mannig- 
faltigkeit der Cellulosearten durch die verschiedene MolekiilgréBe 
bedingt wird, kann ein abschlieBendes Urteil insofernm nicht abgegeben 
werden, als die mikrobiologische Tatigkeit der Bakterien infolge der 
ihnen gebotenen Lebensbedingungen zu starken Schwankungen unter- 
worfen ist (23). 

Immerhin la8t sich jedoch die biologische und damit zugleich die 
biochemische Umwandlung der Cellulose allgemein in der Weise kenn- 
zeichnen, daB die primar in einer unléslichen Form vorhandene unldésliche 
Cellulose zunachst in eine lésliche Modifikation iibergefiihrt, diese alsdann 
zu niedermolekularen Produkten abgebaut wird, darunter die Cellobiose, 
die nun ihrerseits bei weiterer Spaltung des Molekiils der Gaérung anheim- 
fallt. Als Garungsprodukt kénnen hierbei die bekannten Stoffe wie Kohlen- 
siure, Methan, Wasserstoff, Essigsiure und Butterséure auftreten. Newberg 
und Cohn haben als Zwischenprodukt der Cellulosegérung Acetaldehyd 
nachgewiesen, aus dem durch biologische Dismutation Essigséure und 
Athylalkohol sich bilden (24). 





16 E. Remy: 


Noch undurchsichtiger wie fiir die Cellulose liegen beziiglich der biologi- 
schen Zersetzung der Rohfaser die Verhaltnisse bei den Ligninen. Zur 
Aufklarung der Konstitution dieser hochpolymeren Verbindungen haben 
wesentlich die Arbeiten von Freudenberg und seinen Mitarbeitern bei- 
getragen, wonach den Hauptbestandteil der Lignine die Vanillin- und 
Piperonylkomponenten bilden, die ungeféhr im Verhaltnis 10: 1 stehen (25). 
DaB Lignin verdaut wird, haben die Versuche von Rubner bei Hund und 
Menschen bewiesen, und auch hierbei sind Menge des dargebotenen Lignins 
und die Art der Darmbakterienflora ausschlaggebende Faktoren fiir die 
GréBe der mikrobiologischen Umsetzung (26). 


Honcamp faBt den aus der biologischen Umsetzung der Rohfaser 
sich ergebenden Nahrwert dieser Substanz dahin zusammen, daB die 
Rohfaser beziiglich ihrer Cellulose- und Pentosananteile den gleichen 
Nahrwert besitzt wie Kohlenhydrate von Art des Starkemehls, dab 
dagegen mit Lignin und Cutin inkrustierte Rohfasersubstanzen weniger 
Anspruch auf Verdaulichkeit fiir die Ernahrung besitzen, daher 
physiologisch eine nur geringe Bedeutung haben (27). 


SchluB. 


Zusammenfassend haben die vorstehenden Untersuchungen gezeigt, 
daB wir mit Hilfe kinstlicher Fermentmethoden in der Lage sind, 
aus den Vegetabilien eine Substanz zu isolieren, die mit der nach dem 
Weender-Verfahren gewonnenen Rohfaser ihrer chemischen Zusammen- 
setzung nach praktisch identisch ist. Es liegen aber die Werte der 
nach diesem Fermentverfahren erhaltenen Rohfaser bei allen von 
uns untersuchten Pflanzenstoffen wesentlich héher, als wie solches 
bei den Rohfaserbestimmungen nach Koenig und Weender der Fall 
ist, ein Beweis dafiir, daB bei diesen rein chemischen Methoden ein 
Teil der Rohfaser in Lésung geht, diese daher fiir die biologische Be- 
wertung nicht mehr in Anschlag gebracht werden kann. Dieser Befund 
stimmt auch mit den diesbeziiglichen Beobachtungen anderer Autoren 
iiberein. Es miissen demnach die nach Koenig und Weender erhaltenen 
Werte der Rohfaserbestimmung eine Korrektur erfahren unter An- 
wendung von Faktoren, denen die Fermentrohfaserwerte zahlreicher 
untersuchter Vegetabilien zugrunde liegen, wenn man die Methode 
der auf fermentativem Wege zu isolierenden Rohfaser umgehen will. 
Besonders wichtig ist diese Tatsache fiir die Berechnung des Warme- 
wertes aller jener pflanzlichen Nahrungs- und GenuBmittel, bei denen 
eine Bestimmung der Rohfaser sich als notwendig erweist. 

Weiterhin war es méglich, die Einwirkung der in Fazes normaler- 
weise vorkommenden Mikroorganismen auf die nach dem Ferment- 
verfahren isolierte Rohfaser unter Beriicksichtigung der bei den 
Versuchen sich abspielenden Mengenverhaltnisse kennenzulernen 
und dabei festzustellen, daB die Rohfasermengen von Vegetabilien 
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verschiedener Herkunft sich beziiglich ihrer Aufschlubfahigkeit 
prozentual sehr verschieden verhalten und diese Unterschiede biologisch 
wichtige Aufschliisse geben kénnen beziiglich der Ausnutzung im Darm. 


Mit Hilfe von Reinkulturen verschiedener der in den Fazes normaler- 
weise vorkommenden Bakterien, wie Coli, Gasbrand und Buttersaure- 
bazillus, konnte weder bei Gegenwart von Peptonbouillon als Nahr- 
medium, noch in kiinstlicher Nahrlésung (Phosphat-Ammonlactat- 
lésung) ein Angriff dieser Mikroorganismen auf die nach unserem 
Verfahren isolierte Rohfaser festgestellt werden. Vielleicht vermag 
nur die Symbiose bestimmter in den Fazes vorhandener Mikro- 
organismen eine Zersetzung der Rohfaser herbeizufiihren. 


Der Angriff auf die Rohfaser durch Mikroorganismen fiihrt aber 
nur dann zu einem Erfolg, wenn der Quellungszustand der Rohfaser 
eine bestimmte GréBe hat, wie solche unter anderem bei der Isolierung 
der Rohfaser nach dem Fermentverfahren sich ergibt. 


Bei dem Abbau der Rohfaser durch die Mikroorganismen in 
Gegenwart von Peptonbouillon und kiinstlicher Nahrlésung bestehen 
biologische Unterschiede, die naher aufzuklaren die Aufgabe weiterer 
Untersuchungen auf diesem Gebiet sein wird. 


Beim Abschlu8 dieser Arbeit méchte ich es nicht unterlassen, Herrn 
Prof. Dr. W. Seiffert fiir seine freundlichen Anregungen bei dem bakteriologi- 
schen Teile und der technischen Assistentin Fraulein Agathe Geisser fiir die 
Mithilfe bei dem experimentellen Teile dieser Arbeit meinen verbindlichsten 
Dank auszusprechen. 
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Eine Methode zum Nachweis 
und zur Bestimmung von Glucosamin. 


Von 
Fritz Zuckerkandl und Luise Messiner-Klebermass. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 13, April 1931.) 


Die groBen Fortschritte der analytischen Methoden und vor allem 
der Mikrobestimmungen in den letzten Jahrzehnten haben es mit 
sich gebracht, daB unsere Kenntnisse tiber die Arten der verschiedenen 
Zucker und ihrer Verteilung im pflanzlichen und tierischen Organismus 
weit vorgeschritten sind. Andererseits liegt es gerade am Fehlen einer 
solchen Methode, daB wir tiber einen so wichtigen Zucker, wie das 
Glucosamin, nur sehr ungeniigend unterrichtet sind. 

Glucosamin ist in der Pflanzenwelt weit verbreitet. Aber auch im 
tierischen Organismus bildet es nicht nur einen wesentlichen Bestandteil 
der Mucine, des Chitins, der Chondroitinschwefelsture und anderer Stiitz- 
substanzen. Es ist auch im echten Eiwei8, wie Ovalbumin' und Seralbumin ’, 
aufgefunden worden. 

Bis heute ist der Nachweis des Glucosamins nur méglich, wenn 
man diese Substanz direkt oder in Form ihres Benzoats* und ihrer 
Isocyanatverbindung® isoliert. Hierzu ist natiirlich immer das Vor- 
handensein groBer Mengen dieses Zuckers VoraussetZung, und es ist 
unmdglich, Milligramme nachzuweisen oder gar quantitativ zu_be- 
stimmen. ; 

Friedrich Miiller® hatte schon im Jahre 1901 gefunden, daB Mucine 
nach kurzem Kochen mit verdiinnter Kalilauge mit Khrlichs Aldehyd- 
reagens Rotfarbung geben; er wies auch nach, daB diese Rotfairbung 
durch das in den Mucinen enthaltene acetylierte Glucosamin bedingt 
ist. Es wird angenommen, daB unter Einwirkung des Alkali Mono- 


1 Sigmund Frankel u. Curt Jellinek, Chem. Centralbl. 1927, IT, 1152; 
diese Zeitschr. 185, 392—399, 1900; P. A. Levene u. T. C. Mori, Chem. 
Centralbl. 1980, I, 393; Journ. of biol. Chem. 84, 49—61. 

2 ©. Rimington, Chem. Centralbl. 1929, II, 1933; Biochem. Journ. 23, 
430 — 443. 

3 FE. Baumann, B. 19, 3218. 

4 H. Steudel, Zeitschr. f. phys. Chem. 33, 223; 34, 353 —384. 

5 Zeitschr. f. Biol. 42, 562. 
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acetylglucosamin (I) unter RingschluB in ein Pyrrolderivat! tibergeht, 
welches mit P. Ehrlichs Aldehyd die fiir instabile Pyrrole charakteristi- 
sche Rotfarbung gibt. Diese Ringbildung kann durch Kondensation des 
Acetyls mit der Aldehydgruppe (11) oder mit der der Amingruppe benach- 
barten Alkoholgruppe (III) erfolgen. Da das Pentaacetat des Glu- 
cosamins die Reaktion mit Ehrlichs Aldehyd ebenfalls gibt, so ist 
die Kondensation mit der Aldehydgruppe wahrscheinlich. Zur Sicher- 
stellung dieses Sachverhalts haben wir das Oxim des Glucosaminchlor- 
hydrats (IV) nach dem weiter unten angegebenen Verfahren acetyliert : 
das Reaktionsprodukt gibt die charakteristische Rotfarbung nicht. Es ist 
damit nachgewiesen, daB zum Zustandekommen der Reaktion neben der 
Acetylgruppe eine freie benachbarte Aldehydgruppe notwendig ist. 
>» =» &.o H JH an @ S&S 8 GB 
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Wir haben nun zum Nachweis und zur Bestimmung des Glucosamins 
die Rotfarbung des Acetats mit EHhrlichs Aldehyd herangezogen. Es 
wurde zunachst festgestellt, daB beim reinen Acetat unter geeigneten 
Verhaltnissen die auftretenden Farbungen dem Gehalt an Acetat 
entsprechen und sich daher ohne weiteres kolorimetrisch bestimmen 
lassen. Wir haben dann die Methode derart ausgearbeitet, daB wir 
das Glucosaminchlorhydrat auch in kleinsten Mengen zum Mono- 
acetat acetylieren und dieses dann kolorimetrisch bestimmen. Die 
Acetylierung gelingt auch in Gemischen von Glucosamin mit anderen 
Zuckern ‘und EiweiBabkémmlingen, wie sie aus den Hydrolysaten 
erhalten werden. Die Farbung des so entstandenen Acetats mit Lhrlichs 
Aldehydreagens wird mit der Firbung des aus einer bekannten Menge 
Glucosaminchlorhydrat hergestellten Acetats verglichen. 


) 4 
OH OH OH 


Praktischer Teil. 
Darstellung des Monoacetylglucosamins. 
Glucosaminmonoacetat wurde bisher in der Weise hergestellt, da8 


man zunichst das freie Glucosamin aus dem Chlorhydrat mittels Diathyl- 
amin unter Wasserausschlu8 in Freiheit setzte und aus diesem durch 


1 Nach einer privaten Mitteilung des Geheimrats Professor Hans 
Fischer. 
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Acetylierung mit Essigsiureanhydrid das Monoacetat herstellte'. Diese 
Methode, welche wegen der Unbestandigkeit des freien Glucosamins 
schlechte Ausbeuten gab, war fiir unsere Zwecke ungeeignet. Wir haben 
daher eine andere Methode ausgearbeitet. 

1 Mol Glucosaminchlorhydrat und 1 Mol Silberacetat werden in 2 Mol 
Essigséureanhydrid und absolutem Methylalkohol (20fache Menge des 
angewendeten Glucosamins) suspendiert und durch 8 Stunden in der 
Schiittelmaschine geschiittelt. Das Gemisch des ausgeschiedenen Gluco- 
saminmonoacetats mit Silberchlorid wird abgesaugt und im Soxhlet mit 
absolutem Methylalkohol extrahiert. Der methylalkoholische Extrakt 
wird eingedampft. Die Ausbeute an Rohprodukt betragt etwa 80°, des 
angewandten Glucosaminchlorhydrats. Zur vollstandigen Reinigung wird 
dieses zweimal aus absolutem Methylalkohol umkristallisiert. 

Stickstoffbestimmung nach Dumas: 

5,492 mg geben 0,3168 cem N, (26,5°, 749mm Hg). 
5,424 ,, »  0,3069 ,, N, (26,5°, 749 ,, Hg). 
Gef.: 6,47 und 6,33°,. 
Ber.: 6,33 %. 

Monoacetylglucosamin wird bei 190° leicht gebréunt und schmilzt 

bei 204°. (Breuer gab statt dessen Zersetzung bei 190° an.) 


Bestimmung des Monoacetylqlucosamins. 

Wird eine Lésung des Glucosaminmonoacetats mit verdiinnter 
Kalilauge gekocht und dann mit Lhrlichs Aldehydreagens versetzt, 
so tritt eine Rotfairbung auf, die jedoch in kurzey Zeit wieder ver- 
schwindet. Um die Farbung fiir die kolorimetrische Bestimmung 
haltbarer zu machen, sind folgende MaBregeln einzuhalten: 

1. Die Alkalilésung darf nicht zu konzentriert sein. Auf ein 
Volumen von etwa 5ccm Lésung werden 2 Tropfen einer 30° ,igen 
Kalilauge verwendet. 

2. Die Lésung muB alkoholisch sein und zwar am besten zu 50°,. 

3. Es darf nur kurze Zeit mit Alkali gekocht werden. Wir kochten 
nach dem ersten Aufschaumen 6 bis 8 Sekunden. Die Eprouvette 
muB hierauf sofort in kaltem Wasser abgekihlt werden. 

4. Der Zusatz des Reagens muB so bemessen sein, dab auf etwa 
5cem der zu untersuchenden Lésung 1 ccm Reagens verwendet wird. 
Allzu hohe Konzentration der Salzsiure, welche in dem Reagens ent- 
halten ist, schadet. 

5. Das Reagens darf erst nach vollkommener Abkihlung der 
Lésung zugesetzt werden; bei schwacher Erwairmung nimmt zwar die 
Rotfarbung rascher zu, verschwindet aber in kurzer Zeit. 

Die Bestimmung wird folgendermaBen ausgefihrt: 

Es wird eine Standardlésung von Monoacetylglucosamin hergestellt, 
entsprechend 100mg Acetat auf 100ccm. Die zu _ bestimmenden 
Lésungen sollen zwischen 1 und 4 mg Acetat enthalten. 


1 R. Breuer, Chem. Centralbl. 1898, IT, 802: B. 31, 2193—2200. 
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Es wurde z. B. 1 ccm der Stammlésung mit 1 cem Wasser verdiinnt, 
3ccm Alkohol zugesetzt, 2 Tropfen konzentrierte Kalilauge (30°) 
hinzugegeben und kurz aufgekocht. Nach dem Abkiihlen wird mit 
leem Khrlichs Aldehyd versetzt und nach 10 bis 15 Minuten kolori- 
metriert. 


Die Endvolumina der zu vergleichenden Lésungen sollen dieselben 
sein. Wird von der Standardlésung oder den zu untersuchenden Proben 
mehr Lésung verwendet, so muB8 von den hinzuzufiigenden Reagenzien 
entsprechend mehr angewendet werden. 

Z. B. 4ccem der zu untersuchenden Lésung wurden mit 6 cem Alkohol, 
4 Tropfen Kalilauge und nach dem Aufkochen mit 2 cem Aldehyd versetzt. 
Von der Standardlésung wurden 2 cem mit 2 cem Wasser und 6 eem Alkohol 
verdiinnt und ebenfalls nach dem Aufkochen 2 cem Aldehyd hinzugefiigt. 
Beide volumengleiche Lésungen werden dann kolorimetrisch verglichen. 





Tabelle I. 
Auszug aus den Protokollen. 
a Si Glucosamin- Glucosamin- Diffe 
Einwage fiir Bestimmung meena pencenstat imerenz 
100 cem verwendete cem gefunden perechnet =" ee ae oes 
mg mg mg mg Ol 
| 

100 1 1 1 0 0 
100 1 1,05 1 + 0,05 + 5,0 
100 1,4 1,49 1,4 +0,09 | +6,42 
100 1,5 1,5 1,5 0 0 
190 1,5 1,59 1,5 + 0,09 + 5,95 
100 1,5 1,5 1,5 0 0 
100 2 2 2 0 0 
100 2 2 2 0 0 
100 2 1,97 2 — 0,03 —1,5 
100 2 2,02 2 + 0,02 + 1,0 
100 2 2,08 2 + 0,08 + 4,0 
100 2,5 2,5 2,5 0 0 
100 3 3,07 3 + 0,07 + 2,3 
109 4 4,06 + + 0,06 + 1,5 
100 + i 4,13 4 + 0,18 + 3,2 


Bestimmung von Glucosaminchlorhydrat. 


Das zu bestimmende Glucosamin wird aus seinem Chlorhydrat 
durch Verreiben mit einer Natriummethylatlésung in Freiheit gesetzt 
und hierauf unter Kiihlung mit Essigsiureanhydrid acetyliert. Das 
Reaktionsgemenge wird nach Verdiinnen mit Wasser und Alkohol 
alkalisch gemacht, kurz aufgekocht und nach Abkiihlung mit Fhrlichs 
Reagenz versetzt. 

Die so erhaltene Farbung l4Bt sich mit der aus reinem Monoacetat 
stammenden nicht gut vergleichen. Wir haben daher als Standard 
eine Glucosaminchlorhydratlésung verwendet (0,1g in 100 ccm). 
Die Bestimmungen werden folgendermaBen ausgefiihrt: 
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Es wird 1 cem der Standardlésung bzw. so viel der zu bestimmenden 
Lésung in kleinen Porzellanschalen am Wasserbad eingedampft, daB 
letztere nicht weniger als 1 mg und nicht mehr als 5 mg enthalt. Nach 
dem Eindampfen zur Trockne werden die Riickstaénde in der Schale 
mit je 1 ccm einer 5°%% Natrium enthaltenden Methylatlésung versetzt. 
(Das Natriummethylat soll nicht mehr als 2 Tage alt sein). Man verreibt 
griindlich mit einem Glasstabchen und fiigt tropfenweise unter Kihlung 
0,3 cem Essigséureanhydrid hinzu. Nach 1 Minute wird 1 ccm Wasser 
hinzugegeben, in eine Eprouvette tibergegossen, einmal mit 1 und 
einmal mit 0,5 cem nachgewaschen, mit 1 cem Alkohol versetzt, 0,5 ccm 
Kalilauge (30°) hinzugefiigt und 8 Sekunden aufgekocht. Nach dem 
sofortigen Abkiihlen kommen 3 ccm Reagens hinzu. Die auftretenden 
Farbungen sind unbestaéndiger als beim Monoacetat, und es ist gut, 
bereits nach 5 Minuten zu kolorimetrieren. Die gréBere Menge Reagens 
ist hier deshalb notwendig, da das vorhandene Natriumacetat einen 
Teil der Salzsiure bindet und so bei zu geringer Menge vorhandener 
freier Salzsiure die Reaktion abschwachen wiirde. 


Tabelle II. 


Auszug aus den Protokollen. 





———_ Zur Glucosamin- | Glucosamin- Diffe 
Einwage fiir | Bestimmung  Hlorhydrat | chlorhydrat pEarenS 
100 cem verwendete cem gefunden berechnet —__________— 

mg mg mg mg %J9 
100 1 0,93 1 — 0,07 — 70 
100 1 1 1 0 0 
100 1 1 1 0 0 
100 1,5 1,58 1,5 + 0,08 + 5,33 
100 1,5 1,43 1,5 0,07 — 4,66 
109 1,5 1,58 1,5 + 0,08 + 5,33 
100 1,5 1,62 1,5 + 0,12 + 8,0 
100 1,5 1,52 1,5 + 0,02 -+ 1,33 
100 2 2,01 2 + 0,01 + 0,5 
100 2 2,02 2 + 0,02 + 1,0 
109 2 2 2 0 0 
109 2 1,83 2 — 0,17 — 85 
100 2 2 2 0 0 
199 2 2 2 0 0 
100 2 2,08 2 + 0,08 + 4,0 
100 2 1,93 2 — 0,07 — 85 
100 2.5 2.43 2,5 — 0,07 2,8 
109 2,5 2,25 2, — 0,25 — 10,0 
100 3 3,13 3 + 0,13 + 43 
100 3 2,85 3 0,15 — 59 
100 3 3,07 3 + 0,07 + 2,33 
100 4 3,95 + — 0,05 — 1,25 
100 4 4,28 4 + 0,28 + 7,0 
100 4 4 4 0 0 
100 5 5,29 5 + 0,29 + 58 
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Es kommt in einer allerdings nur geringen Anzahl von Fillen vor, 
daB die Rotfarbung zu langeam auftritt, als daB sie zur kolorimetrischen 
Bestimmung geeignet ist. Wir verwenden daher zu jeder Bestimmung 
zwei Standardproben und zwei Proben der zu bestimmenden Lésung. 
Die beiden Standardproben miissen untereinander iibereinstimmen, 
sonst muB die ganze Bestimmung wiederholt werden. Durch diese 
Kontrolle der Standardproben untereinander gewinnt die Methode 
sehr an Genauigkeit. 


Acetylierung von Glucosaminoximchlorhydrat. 
3mg des nach Wiénterstein! hergestellten Oxims des Glucosamin- 
chlorhydrats werden in derselben Weise behandelt, wie es bei den Be- 
stimmungen des Glucosaminchlorhydrats beschrieben ist. Mit Ehrlichs 
Aldehyd tritt keine Fdrbung auf. 


Bestimmung von Glucosamin in Hydrolysaten. 


Um die Brauchbarkeit der Methode bei Hydrolysaten, also 
Gemischen von EiweiBabbauprodukten und Zuckern zu kontrollieren, 
haben wir das Glucosamin in Zusatzversuchen bestimmt. 

Zu diesem Zweck wurde 1 g Casein mit 10°,iger Salzsaure durch 
8 Stunden hydrolysiert und die Lésung im Vakuum eingedampft. 
Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, mit wenig Tierkohle 
entfirbt und die Lésung hierauf filtriert. Nach mehrmaligem Nach- 
waschen des Riickstandes mit heifem Wasser wurde das beinahe farblose 
Filtrat nach Zugabe von 0,2 g Glucosaminchlorhydrat auf ein Volumen 
von 100ccm aufgefillt. Proben der Lésung wurden eingedampft 
und hierauf, wie bei den Bestimmungen von Glucosaminchlorhydrat 
besehrieben, behandelt. Die Rotfarbung wird mit der Farbung aus einer 
Standardlésung von reinem Glucosaminchlorhydrat verglichen. 

Beim Eindampfen der Hydrolysate firbt sich der Riickstand 
immer etwas gelb, und die Farbung stért beim Kolorimetrieren. Wir 
haben uns in dieser Weise geholfen, daB wir immer eine zweite Probe des 
Hydrolysats eindampften, den Riickstand in Wasser aufnahmen und 
diese Lésung statt des Wassers zum Verdiinnen des aus dem Standard 
hergestellten Acetats verwendeten. 

Es wurde folgendermaBen verfahren: Zwei Proben mit je 1 ccm 
Standardlésung und vier Proben des Hydrolysats werden am Wasserbad 
zur Trockne eingedampft. Mit Ausnahme von zwei Hydrolysatproben, 
die zur Farbung dienen, wird in bekannter Weise acetyliert, mit Wasser 
und Alkohol verdiinnt und mit Alkali versetzt. Dabei mu bei den 
Hydrolysaten beachtet werden, daB die Reaktion nach Zugabe der 
Lauge alkalisch ist. Bei den Standardlésungen werden nach der 


1 B. 29, 1392. 
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Acetylierung statt Wasser die aus den eingedampften Hydrolysaten 
erhaltenen gefarbten Lésungen zum Verdiinnen verwendet, so daB 
die Standardproben noch vor dem Aufkochen dieselben gelblichen 
Farbténe zeigen wie die zu bestimmenden Proben. Im wtbrigen wird, 
wie oben beschrieben, verfahren. 


Tabelle ILI. 


Auszug aus den Protokollen. 





+ hae ar wean , Glucosamin- Glucosamin- _ 
a a ae, inilatieehe chlorhydrat chlorhydrat Differenz 
Hydrolysat verwendete cem  &@funden berechnet —_—_—. _- 

mg mg mg mg °F 
200 1 2 2 0 0 
200 1 2,04 2 + 0,04 + 2,0 
200 1 2 2 0 0 
200 1 2.03 2 0,03 + 1,5 
200 1 1,87 2 — 0,18 6,5 
200 1 2,1 2 + 0,1 + 5,0 
200 1,5 : 3 0 0 
200 1,5 3 3 0 0 
200 2 4,15 4 + 0,15 + 3,75 
200 2,5 5,3 5 +03 + 6,0 


Die Werte bei den Hydrolysaten stimmen im aljgemeinen sehr gut 
iiberein, und es sind merkwiirdigerweise die durchschnittlichen Fehler 
geringer als bei den Bestimmungen von reinem Glucosaminchlorhydrat. 


Bei Bestimmungen von Glucosamin in Hiweifhydrolysaten verfahren 
wir im allgemeinen so, wie wir es bei den Zusatzbestimmungen von Casein 
beschrieben haben. Der entfarbten und auf ein bestimmtes Volumen 
aufgefiillten Lésung werden Proben entnommen und zunachst qualitativ auf 
Glucosamin gepriift. Bei positivem Ausfall kann man schon aus der Rot- 
farbung ersehen, wieviel Kubikzentimeter man zu jeder Probe nehmen muBS, 
damit sich der Glucosamingehalt in den fiir die Bestimmungen giinstigen 
Grenzen, zwischen 1 und 5 mg, bewegt. Sollte der Gehalt des hydrolysie: ‘ten 
EiweiBes an Glucosamin sehr gering sein und daher der E indampfungs- 
riickstand ein verhaltnismaBig groBer, so benétigt man zur Verreibung 
entsprechend mehr Natriummethylatlésung. Es mu8 dann in demselben 
Verhaltnis auch mehr Essigséureanhydrid und Kalilauge zugesetzt werden. 


Bestimmung des Glucosamins in Ovomucoid, 


Durch die Reduktionsbestimmungen von K. Willanen' und die 
sorgfaltigen polarimetrischen Bestimmungen von C.Neuberg und 
O. Schewket? wurde festgestellt, daB Ovomucoid etwa 20°, eines 
reduzierenden Zuckers enthalt. In der Literatur finden wir tiberall 
angegeben, daB es sich ausschlieBlich um Glucosamin handelt, welches 


1 Diese Zeitschr. 1, 108, 1906. 
2 Ebendaselbst 44, 491, 1912. 
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von Seemann als Benzoat isoliert wurde!. Einen Beweis fiir die Annahme, 
daB nur Glucosamin und kein anderer Zucker vorhanden ist, haben 
wir nirgends gefunden. 

Wir haben nun Hydrolysate von Ovomucoid nach der oben an- 
gegebenen Methode untersucht und dabei gefunden, da Ovomucoid 
nur ungefahr die Halfte seines dem Reduktions- und Polarisationswert 
entsprechenden Zuckers als Glucosamin enthalt und daher ein anderer 
Zucker vorhanden sein muB. Bestarkt wurden wir in dieser Meinung 
durch folgende Tatsache: Wird Ovomucoid wiederholt mit Alkohol 
umgefallt und dann mehrere Tage lang dialysiert, bis das Waschwasser 
nicht die geringsten Spuren einer Molisch-Reaktion ergibt, so zeigt 
die Lésung des so gereinigten Ovomucoids dennoch eine intensive 
Molisch-Reaktion. Bekanntlich gibt Glucosamin die Molisch-Reaktion 
nicht®. Das Vorhandensein dieser Reaktion bei Ovomucoid weist 
daher auf die Gegenwart eines anderen echten Kohlenhydrats hin. 
Durch den Nachweis von Mannose neben Glucosamin im Ovalbumin 
durch S. Frankel (1. c.) war ja dieser Befund von vornherein nicht un- 
wahrscheinlich. Ein direkter Nachweis dieses Zuckers ist uns wegen 
der geringen Menge des uns zur Verfiigung stehenden Ausgangsmaterials 
nicht gelungen. Wir haben wohl die Bestimmung des zweiten Zuckers 
im Hydrolysat nach der Methode von Z. Dische* durchgefiihrt und 
hierbei gefunden, da es sich wahrscheinlich um Mannose handelt, 
die im Ovomucoid zu etwa 10°, vorhanden ist. Versuche, die Mannose 
als Hydrazon nachzuweisen, miBlangen, da méglicherweise die Ballast- 
substanzen, herriihrend aus der Hydrolyse des Ovomucoids, das Aus- 
kristallisieren des Hydrazons aus der Lésung verhindern. Zur end- 
giltigen Entscheidung tiber die Natur des dem Glucosamin vergesell- 
schafteten Zuckers sind daher weitere Untersuchungen erforderlich. 

Wir haben uns bei der H ydrolyse des Ovomucoids der Salzsdure be- 
dient. Bei der Hydrolyse mittels Bariumhydroxryds verschwindet 
schon nach einstiindigem Kochen die Molisch-Reaktion beinahe voll- 
standig, und es ist in der Lésung kein reduzierender Zucker nachzuweisen. 
Dies zeigt, daB in dem Mucin der Zuckerkomplex ganz anders gebunden 
erscheint als im Ovalbumin und Serumalbumin. Denn in diesen beiden 
EiweiBstoffen wurde eine Mannose-Glucosaminverbindung gerade durch 
Hydrolyse mit Bariumhydroxyd isoliert. Ferner geben bekanntlich 
Mucine ebenso wie auch das Ovomucoid nach Behandlung mit Alkali 
Rotfarbung mit Fhrlichs Aldehyd, eine Reaktion, die Ovalbumin 
und Serumalbumin nicht zeigen. Dies spricht dafiir, daB im Ovomucoid 


1 Inaug.-Diss. Marburg 1898. 

2 Hoppe-Seyler, Thierfelder, Physiologisch- und pathologisch-chemische 
Analyse, 9. Aufl., 5S. 106. 

® Mikrochemie 8, 1. 
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das darin enthaltene Glucosaminacetat neben einer freien oder leicht 
freilegbaren Aldehydgruppe vorhanden ist. 

Wir haben die Salzsiurehydrolyse des Ovomucoids nach der 
Methode von Neuberg (1. c.) vorgenommen; es laBt sich aber die Hydro- 
lyse auch auf kaltem Wege durchfiihren, wenn Ovomucoid in 40° iger 
Salzsiure (spez. Gew. 1,20) aufgelést wird. 

1 g Mucin wurde entweder mit 7°,iger Salzsiure 3 Stunden am 
RiickfluB gekocht oder mit 40°,iger Salzsiure 2 Tage bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen. Im ersteren Falle wurde gleich im Vakuum 
zur Trockne eingedampft, im letzteren vorerst mit Wasser verdiinnt. 
Bei der kalten Hydrolyse erwies sich ein Entfairben mit Tierkohle 
unnétig, da die Lésungen nur einen schwach gelblichen Stich hatten. 
Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, nétigenfalls mit Tier- 
kohle entfarbt und die Lésung auf 100 ccm aufgefiillt. Die Glucosamin- 
bestimmung erfolgte in tblicher Weise. 


Tabelle IV. 





Ovomucoid- Glucosamin- Glucosamin- 
Einwage fiir Zur Bestimmung chlorhydrat chlorhydrat- 
100 cem verwendet gefunden Prozentgehalt 
g mg im Ovomucoid 
| 
1 4com = 0,94¢ 8,2 a, 
1 a“. 0,04 ,, 3,74 93 Kalte Hydrolyse 
1 ‘ , = ties 3,36 8.4 ‘ . 
1 4. — 004, 4 10 
1 4 = 0.04. 3,2 8 
1 4 a 0,04 ~ 3,32 8.4 


Im Mittel wurden 8,7°%, gefunden. Die Parallelbestimmungen 
zeigten eine gute Ubereinstimmung. Es wurde jedoch bei jeder Be- 
stimmung mit zwei Standardproben verglichen, die untereinander 
nur innerhalb der Fehlergrenzen liegende Abweichungen zeigen diirfen. 

Gleichzeitig wurde in den Hydrolysaten der Polarisationswert 
nach Neuberg (1. c.) bestimmt. Dieser lag zwischen 18 und 22°), in an- 
nahernder Ubereinstimmung mit Neuberg, der 20 bis 22°, gefunden hatte. 


Nachweis und Bestimmung des neben Glucosamin vorhandenen Zuckers nach 
der Methode von Z. Dische (l.c.). 
(Einzelheiten dieser Methode sind im Original einzusehen.) 

Es wurde der Zuckergehalt eines Hydrolysats aus 1 g Ovomucoid in 
100 cem Wasser zunachst polarimetrisch nach Newberg bestimmt und hierbei 
21°, gefunden. Das Glucosaminchlorhydrat wurde nach unserer Methode 
zu 9,35°, bestimmt. Dann wurde nach drei von Dische angegebenen 
kolorimetrischen Verfahren: 


der Naphtholreaktion I, 
der Indol-Schwefelséurereaktion und 
der Diphenylamin-Salzséurereaktion 
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der Gehalt an echtem Zucker berechnet. (Die Reaktionen erfassen das 
Hlucosamin nicht.) 
Der Gehalt an echtem Zucker, als Glucose berechnet, ergab sich: 


nach der Naphtholreaktion I zu 4°), 
nach der Indol-Schwefelséurereaktion zu 6,9°, und 
nach der Diphenylamin-Salzséurereaktion zu 14,8°, des Ovomucoids. 

Da also nach den drei Methoden sich ganz verschiedene Werte auf 
Glucose berechnet ergeben, so ist damit sehr wahrscheinlich gemacht, daB 
es sich nicht um Glucose handeln kann. 

Dagegen waren diese Werte nach den Angaben von Dische mii dem 
Vorliegen von Mannose vereinbar. Setzt man die Farbenintensitét der 
betreffenden Reaktion fiir Glucose gleich 100, so ist die Farbenintensitat 
einer gleichkonzentrierten Mannoselésung 

bei der Naphtholreaktion TI gleich 40, 
bei der Indol-Schwefelséurereaktion gleich 70, 
bei der Diphenylamin-Salzsiurereaktion gleich 136. 

Nimmt man also an, daB im Ovomucoid die Konzentration der Mannose 

rund 10°, ausmacht, so miiBte die Naphtholreaktion die Konzentration 


Le ae) 


des Zuckers, als Glucose errechnet, zu 4°, die Indolreaktion zu 7°, die 
Diphenylaminreaktion zu 13,6°, ergeben. 

Diese Werte stimmen mit den im Hydrolysat des Ovomucoids ge- 
fundenen iiberein und machen den Gehalt von 10°, Mannose im Ovo- 
mucoid wahrscheinlich. 

Zusammenfassung. 


1. Die Rotfairbung, die Glucosaminmonoacetat nach Vorbehandeln 
mit Alkali mit Khrlichschem Reagens ergibt, wird zur kolorimetrischen 
Bestimmung des Acetats herangezogen. 

2. Glucosaminchlorhydrat laBt sich in geeigneter Weise zum 
Monoacetat acetylieren, und so kann die Rotfarbung mit Ehrlichs Aldehyd 
auch zur Bestimmung des Glucosamins direkt herangezogen werden. 

3. Der Nachweis und die Bestimmung des Glucosamins gelingt 
nach dieser Methode in EiweiBhydrolysaten bei einem Glucosamingehalt 
von | bis 5 mg in der zu untersuchenden Probe. In Zusatzversuchen 
haben wir die Fehlergrenze mit héchstens 6°, ermittelt. 

4. Ovomucoid enthalt nur die Hialfte seines gesamten Zuckers als 
Glucosamin. 

5. Neben Glucosamin ist nur noch ein echter Zucker vorhanden. 
Es wird wahrscheinlich gemacht, daB es sich um Mannose handelt, 
die zu 10% im Ovomucoid enthalten ist. Jedoch bedarf die sichere 
Bestimmung der Art dieses echten Zuckers noch weiterer Unter- 
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Uber das Verhalten des Vitamin-A-Gehaltes der Butter 
bei verschiedener Erhitzungsweise. 


Von 
Arthur Scheunert und Elfriede Wagner. 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitaét Leipzig.) 
(Eingegangen am 2. April 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Drummond und Coward! beschaftigten sich mit dem Verhalten 
des Vitamin-A-Gehalts der Butter bei Erhitzung. Sie fanden, da bei 
SauerstoffabschluB Butter 12 Stunden lang auf 120° im Autoklaven 
erhitzt werden kann, ohne da®B Verluste an Vitamin A nachweisbar 
waren. Leiteten sie aber Luft durch die so erhitzte Butter, so war nach 
4 Stunden das gesamte Vitamin A der Butter vernichtet. Hierdurch 
wurde gezeigt, daB das Vitamin A oxydationsempfindlich ist. Weiter 
konnten sie auch bei geringeren Erhitzungsgraden dann Verluste an 
Vitamin A nachweisen, wenn sie die geschmolzene Butter durchliifteten. 
Schon bei Temperaturen von 80, ja sogar 37° wurden auf diese Weise 
Verluste bewirkt. 

Obwohl eine mehrstiindige Durchliiftung bei der Zubereitung der 
Nahrung niemals vorkommt, wiift sich dennoch die Frage auf, ob bei 
der Verwendung der Butter im Haushalt eine Beeintrachtigung des 
Vitamin-A-Gehalts erfolgt. 

Die Bedeutung der Frage fiir die physiologische sowohl wie fiir 
die wirtschaftliche Seite der Volksernihrung liegt auf der Hand. Wird 
das Vitamin A der Butter bei der Zubereitung der Speisen vernichtet, 
so miuGBte unter Umstinden mit ungenitigender Vitamin-A-Zufuhr 
gerechnet werden. Weiter aber wiirde es dann gleichgiiltig sein, ob man 
von vornherein statt der Butter vitamin-A-freie Fette verwendete. 
Auf Grund der Erfahrungen, die bei der Untersuchung iiber den 
Vitamin-A-Gehalt der deutschen Nahrungsmittel? gesammelt wurden, 


1 Biochem. Journ. 14, 734, 1920. 
2 Scheunert, Der Vitamingehalt der deutschen Nahrungsmittel, I. Obst 
und Gemiise. Berlin, Julius Springer, 1929. 
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erschien eine so weitgehende Beeintrachtigung des Vitamin-A-Gehalts 
auch der Butter als unwahrscheinlich. Es schien deshalb notwendig, 
die Frage eingehend zu priifen. Zu diesem Zweck wurde eine handels- 
iibliche Molkereibutter in gréBerer Menge angekauft und zu den nach- 
folgend geschilderten Versuchen verwendet. 


Die Butter wurde zunéchst bei niedriger Temperatur geschmolzen 
und zentrifugiert, um sie von Salz, Wasser und Molkenanteilen usw. zu 
befreien. Das so erhaltene klare Butter6l wurde erstarren gelassen und nun- 
mehr als Grundlage fiir die Versuche verwendet. Um das Verhalten des 
Vitamin-A-Gehalts bei den verschiedensten Erhitzungsweisen, der die 
Butter bei der Zubereitung der Speisen unterworfen wird, zu erfassen, 
wurden folgende Zubereitungen verglichen: 

1. Als Grundlage wurde der Vitamin A-Gehalt der geschmolzenen 
Butter untersucht, die dazu fiir die Dauer des Versuchs im Kalteschrank 
bei in der N&éhe von 0° liegenden Temperaturen aufbewahrt wurde. 

2. Es wurde gebréiunte Butter hergestellt derart, da eine ent- 
sprechende Menge von Butter in einer Pfanne auf einem Gasherd ge- 
schmolzen und in itiblicher Weise so lange erhitzt wurde, bis haushalts- 
iibliche Bréunung eingetreten war. 

3. Die geschmolzene Butter wurde zum Braten verwendet. Hierzu 
wurde ein von allem Fett befreites Stiick Rindfleisch aus der Keule in 
siedendes Wasser gegeben und darin gar gekocht. Dieses Fleischstiick 
wurde dann abgetrocknet und in der Vergleichsbutter gebraten. Dazu 
wurde es in eine Pfanne gegeben und in einer Bratréhre ordnungsgemaéB 
behandelt, wobei auch stets zur Bréunung ein UbergieBen des Fleisches 
von Zeit zu Zeit stattfand. Das Braten wahrte etwa 1, Stunde. Nach 
Fertigstellung des Bratens wurde die Bratenbutter heiB abgegossen und 
ebenfalls im Kalteschrank aufbewahrt. Es ist dazu noch zu bemerken, 
daB nach anderen, noch nicht veréffentlichten Untersuchungen iiber den 
Vitamin-A-Gehalt des Fleisches Keulenfleisch vom Rind einen nachweis- 
lichen Vitamin-A-Gehalt nicht besitzt, so daB ein Ubergang des Vitamins A 
des Fleisches in die Butter als ausgeschlossen erachtet werden kann. 

4. Es wurde mit der Vergleichsbutter ein Zwieback bereitet, wobei 
der iibliche Backvorgang in der Backréhre eines Gasherdes durchgefiihrt 
wurde. Durch gensues Abwiegen wurde bestimmt, wieviel von der Butter 
in dem fertigen Zwieback enthalten war. 

5. Es wurde eine Mehlschwitze bereitet; hierzu wurde die Vergleichs- 
butter in eine Stielpfanne gegeben, geschmolzen, mit gleichen Gewichts- 
teilen Mehl versetzt, die ganze Masse bis zur Braunung erhitzt und dann 
mit Wasser aufgefiillt, so daB ein dicker Brei entstand. Auch von diesem 
Material wurde gewichtsmaéBig der Gehalt an Butter ermittelt. 

6. Die Vergleichsbutter wurde in gréBerer Quantitaét in offener Pfanne 
geschmolzen und auf 160 bis 180° erhitzt. In dieser geschmolzenen Butter 
wurden kleine Pfannkuchen gebacken, um den Backvorgang in ge- 
schmolzenem Fett nachzuahmen und die Temperatur in den gewahlten 
Grenzen zu halten. Durch von Zeit zu Zeit erfolgende thermometrische 
Kontrolle wurde das Einhalten der hierbei sonst iiblichen Temperatur 
gesichert. Nach 'stiindiger Erhitzung wurde die Butter zum Erkalten 
gebracht und im Kalteschrank aufbewahrt. 

7. Die gleiche MaBnahme wurde mit einstiindiger Dauer wiederholt 
und hierbei die Temperaturgrenze von 160 bis 200° eingehalten. 
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Diese sieben Butterproben, die alle aus der gleichen Vergleichsbutter 
stammten, gelangten zur Untersuchung auf Vitamin A in der in unserem 
Institut tblichen, mehrfach geschilderten Weise. Gruppen von je 
vier jungen wachsenden Ratten erhielten somit, nachdem sie durch 
ausreichend lange vitamin-A-freie Ernahrung an den Erscheinungen 
des Vitamin-A-Mangels erkrankt und mindestens 14 Tage nicht mehr 
an Gewicht zugenommen hatten, eine ihnen taglich zugewogene Zulage 
von den zu untersuchenden Butterproben. Der Verlauf des gesamten 
Versuchs wurde in Wachstumskurven dargestellt. Es sei zunachst 
auf Abb. 1 verwiesen, in der die Wachstumskurven einer Versuchsreihe 
zusammengestellt worden sind, bei der die Ratten taglich 0,5 g der 
verschieden behandelten Butter zugelegt erhalten hatten. Vergleicht 
man die Kurven untereinander und beobachtet den Anstieg, den die 
Wachstumskurven nach Beginn der Butterzulage zeigen, so ist fest- 
zustellen, daB eine wirklich deutliche und entscheidende Verminderung 
des Vitamin-A-Gehalts erst in der Butter stattgefunden hat, die 1/, bzw. 
1 Stunde auf Temperaturen iiber 160° erhitzt worden war. Das Braéunen 
der Butter, ihre Verwendung zum Braten, zum Backen von Zwieback 
und zur Herstellung einer Einbrenne hat héchstens ganz geringfiigige 
Verzégerung des Wachstums der Versuchsratten nach der Butterzulage 
im Vergleich zu der geschmolzenen Butter hervorgerufen. Am ehesten 
ist das bei Gruppe 5 (MehIschwitze) zu bemerken. Im groSen und ganzen 
ist das Wachstum aber doch nach diesen ersten fiinf Zubereitungs weisen 
gleich gut gewesen. Die Behandlung der Butter durch Erhitzen auf 
iiber 160° und Backen von Mehlgeback darin ist zweifellos eine sehr 
einschneidende MaBnahme, und hier sehen wir in der Tat Anzeichen 
deutlich verminderten Vitamin-A-Gehalts. In der Gruppe 6 sind 
zwei Ratten, in der Gruppe 7 ist eine Ratte an Vitamin A-Mangel 
gestorben. Sie vermochten durch die Butterzulage nicht mehr gerettet 
zu werden. Immerhin sind auch bei Gruppe 6 zwei Tiere und_ bei 
Gruppe 7 drei Tiere mit der Butterzulage zu allmahlichem Wachstum 
gebracht worden, wobei auch die Mangelerscheinungen verschwanden, 
insbesondere die Keratomalacie (K) geheilt wurde (Kw). Man sieht 
also, daB selbst bei einer so einschneidenden MaBnahme die Butter 
noch immer etwas vitamin-A-haltig ist, ein Ergebnis, welches Beachtung 
verdient. 

Man kénnte gegen diese Versuchsreihe noch den Einwand erheben, 
daB die Zulagemenge von 0,5g zu hoch gewahlt worden sei. Thr 
Vitamin A-Gehalt kénnte ja so hoch gewesen sein, daB trotz starker 
EinbuBen bei den angewandten Zubereitungsweisen immer noch ge- 
niigend Vitamin A erhalten geblieben ware, um die Ratten geniigend 
mit Vitamin A zu versorgen. Der Versuch wurde deshalb mit den 
gleichen Buttersorten, aber mit einer Zugabe von nur 0,25 g gleichzeitig 
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durchgefiihrt, einer Menge, die nach unseren Erfahrungen gerade 
geniigt, um gutes Wachstum hervorzurufen. Die Kurven dieser Versuchs- 
tiere sind in Abb. 2 vereinigt. Sie geben, wie ein Blick lehrt, dasselbe 
Bild. Zwei der Ratten, die mit brauner Butter versehen worden waren, 
haben hier etwas schlechter abgeschnitten. Im iibrigen kann man aber 
von einer wirklichen Herabsetzung des Vitamin-A-Gehalts nur wieder 
bei den letzten Gruppen sprechen. Bei Gruppe 6 und 7 starb je eine 
tatte. Die vierte Versuchsratte der Gruppe 7 muBte aus anderen 
Griinden vom Versuch ausgeschlossen werden. Es ist gerade bei diesem 
Versuch sehr bemerkenswert, daB selbst 0,25 g der auf 160 bis 180 
bzw. 200° erhitzten Butter immer noch bei einigen Ratten die Kerato- 
malacie geheilt haben und auch zum Teil allmahliches, schleppendes 
Wachstum hervorrufen konnten. 

Die Ergebnisse zeigen, daB bei den haushaltsiiblich zur Zubereitung 
von Speisen angewendeten ErhitzungsmaBnahmen eine merkliche 
Schadigung des Vitamin-A-Gehalts der Butter nicht eintritt, erst wenn 
geschmolzene Butter langere Zeit, also 1/, bis 1 Stunde auf Tem- 
peraturen, wie sie beim Backen in geschmolzenem Fett verwendet 
werden, erhitzt wird, tritt eine deutliche Verminderung ein. Aber selbst 
dann sind immer noch geringe Vitamin-A-Mengen in der Butter ent- 
halten. Einer solchen Behandlung wird die Butter im tibrigen nur in 
den allerseltensten Fallen unterworfen, da man fiir diese Backweisen 
im allgemeinen andere Fette, die nicht vitamin-A-haltig sind und sich 
fiir diese Zwecke besser eignen als Butter, zu verwenden pflegt. Es ist 
somit nicht zu befiirchten, daB der Vitamin-A-Gehalt der Butter bei 
ihrer kiichenmaBigen Verwendung merklich beeintrachtigt wird. Dieses 
ist auch von Bedeutung fiir die Diatkiichen, weil damit ein sicheres 
Mittel an die Hand gegeben wird, Speisen, die an sich einen unbefriedi- 
genden Vitamin-A-Gehalt aufweisen, durch Zubereitung unter Ver- 
wendung von Butter vitamin-A-haltig zu machen. 


Zusammenfassung. 


Durch Versuche an jungen wachsenden Ratten mit verschieden 
in haushaltsiiblicher Weise erhitzter Butter wird nachgewiesen, dab 
der Vitamin-A-Gehalt beim gewéhnlichen Backen, Braten und Braunen 
nicht merklich herabgesetzt wird. Erst bei langdauernder Erhitzung 
auf Temperaturen von 160 bis 200° in offener Pfanne tritt erhebliche 
Schadigung des Vitamin-A-Gehalts ein, doch wird derselbe nicht 


vollstandig vernichtet. 

















Die py-Empfindlichkeit der atmenden und girenden Bierhefe. 
Umschaltung von Girung auf Atmung. 


Von 
Kurt Trautwein und Josef Wassermann. 


(Aus dem Institut fiir theoretische Gaérungsphysiologie Weihenstephan der 
Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Eingegangen am 2, April 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Uber die Abhangigkeit der Garungsgeschwindigkeit der Hefen 
von der H’-Ionenkonzentration der Nahrlésung bzw. der Garfliissigkeit 
liegen eine Reihe von Untersuchungen vor. Vor allem war es Hdgglund 
und die Schule Euler, die diese Frage eingehend ;bearbeitet haben. 

Uber die py-Empfindlichkeit der Hefenatmung finden wir nur in einer 
Arbeit von Meyerhof! Angaben, die sich aber auf abgetétete Zellen bzw. 
Zellsaéfte beziehen. Wie sich die atmende lebende Zelle bei den verschiedenen 
Reaktionen verhalt, ist nicht bekannt. Und doch ist die Kenntnis dariiber 
von Wichtigkeit. Wir haben in letzter Zeit durch die Arbeiten von Me yerhof, 
Warburg und anderen ganz iiberraschende Finblicke in den Chemismus 
dieses lange unklaren Kraftstoffwechsels der Hefe erhalten. Die Zusammen 
hange von Atmung und Gérung wurden auf eine ganz neue Crundlage 
gestellt, die weiter auszubauen uns als eine wichtige Aufgabe der Garungs- 
physiologie erscheint. Der Vergleich der py-Kurven beider Energieprozesse 
er6ffnet uns Aussicht, weiteren Einblick in die Beziehungen, die zwischen 
ihnen bestehen, zu gewinnen. j 

In nachfolgender Arbeit haben wir daher diese Kurven fiir Afmung 
unter- und obergariger Bierhefen ermittelt. Gleichzeitig wurde noch 
einmal fiir dieselben Hefen die Abhangigkeit der Gdrung von der 
Reaktion festgestellt. Das letztere geschah, um physiologisch gleich- 
artiges Versuchsmaterial dem Vergleich zugrunde legen zu kénnen. 

Als solches Versuchsmaterial wurden aus Einzellkulturen stammende 
Hefen ausgewahlt, deren Gar- und Atmungstatigkeit uns schon durch 
friihere Versuche woh] bekannt waren: 

Eine Unterhefe aus der Brauerei Sternburg, G. m. b. H., Liitzschena;: 

eine Oberhefe aus der Brauerei Karl Wittmann, Landshut. 


1 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 170, 367, 1918. 
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Methodik. 


a) Material. Die Heranzucht und Verarbeitung der Hefen zum Versuch 
erfolgte in derselben Weise wie friither!. Nur wurde nicht in einer Phosphat-, 
sondern in einer physiologischen Kochsalzlésung (0,75°,ig) gewaschen und 
aufgeschwemmt. 1 ccm Hefesuspension, die in der Regel 1 bis 2 mg Hefe- 
trockensubstanz enthielt, kam in das VersuchsgefaB. Dazu wurde 0,5 cem 
Pufferlésung und ebensoviel 20°,ige mit doppeldestilliertem Wasser be- 
reitete Saccharoselésung gegeben (Saccharose puriss. Merck). Die 2 ccm 
Kulturfliissigkeit enthielten demnach 0,1 g Zucker. 

b) Versuchslisungen. Die verschiedenen H -Ionenkonzentrationen der 
Kulturfliissigkeit wurde durch Mischungen der Phosphate: H,POQ,, 
KH,PO, K,HPO, und K,PO, hergestellt. Die Dosierung der einzelnen 
Phosphate geschah so, da8 in allen Fallen die Gesamtphosphatkonzentration 
dieselbe war. In Tabelle I sind die angewandten Mischungsverhialtnisse 





angegeben. 
Tabelle I. 

100cem Mischung besteben aus cem halbmolaren Lisungen 
H,PO,. . . 27,2 |27,2 | 7,6 
KH,PO,. . 72,8 72,8 92,4 |100,0 96,0 87,2 72,0 40,0 
K,HPO,. . | 4,0 12,8 28,0 60,0 84,9 72,0 
mae... 16,0 28,0 100 
Pu nach 


Sterilisation 0,9* 2,54 3,06 4,23) 5,06 5,63 6,05 6,65 7,8** 10,75) 12,2 


* Zu diesem Puffergemisch wurden 34 Tropfen konzentrierter H Cl hinzugefiigt. 
** Zu diesem Puffergemisch wurden 18ccm 1/2. n HCl hinzugefiigt. 


Die Messungen der py zwischen 2,8 und 8,4 wurden mit der Indikatoren- 
dauerreihe nach Michaelis vorgenommen. Die Werte wurden wiederholt 
mit der Gaskette nachgepriift?. Die iibrigen GréBen wurden auf elektro- 
metrischem Wege mit der U-Elektrode nach Michaelis bestimmt, die auch 
das Arbeiten in kohlenséurehaltizen Fliissigkeiten gestattet. Gemessen 
wurde vor und nach dem Versuch. Das Pufferungsvermégen der an- 
gewandten Lésungen war so groB, daB die px in den meisten Fallen innerhalb 
der Versuchszeit soweit konstant blieben, als es zur Lésung unserer Frage 
erforderlich war. Die friiheren Autoren hatten in dieser Hinsicht Schwierig- 
keiten. Bei ihnen lagen Anfangs- und SchluBwert oft betraéchtlich aus- 
einander. Auf der alkalischen Seite konnten sie eine annéhernde Konstanz 
sogar nur durch Zutréufeln von Lauge aufrecht erhalten. Der Grund 
hierfiir liegt hauptséchlich darin, daB die Hefemengen im Verhaltnis zum 
Pufferungsvermégen der Garfliissigkeiten viel zu hoch waren. 

c) Messung der Atmung. Sie erfolgte in normaler Atmosphére mittels 
Barcroft-Manometer in einer Versuchsanordnung, wie sie von uns (a. a. O.) 
bereits friiher verwendet wurde. Die Versuchszeit betrug, wie auch bei der 
nachfolgend beschriebenen Gérungsmessung, in der Regel 2 Stunden nach 
Eintreten der Temperatur- und Gasgleichgewichte. Temperatur: 28 + 0,05° 


1 K. Trautwein u. J. Wassermann, diese Zeitschr. 229, 128, 1930. 
2 Dabei leistete uns Fraulein Chr. Niezoldi wertvolle Dienste, wofiir 
wir ihr auch an dieser Stelle unseren Dank zum Ausdruck bringen. 
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d) Messung der Gdrung. Auch sie erfolgte unter aeroben Bedingungen 
in normaler Atmosphére und wurde in dem Bereich bis pa = 6,0 gleichtalls 
manometrisch durch Bestimmung der entwickelten Kohlenséure  vor- 
genommen. Bis zu diesem Aziditétsbereich gibt die CO,-Entwicklung 
ein zuverlissiges MaB fiir die alkoholische Giéirung. In dem MaSe aber, 
wie man sich dem Neutralpunkt néhert und von ihm nach der alkalischen 
Seite entfernt, tritt eine groBe Unsicherheit der Methode ein. Die Kohlen- 
siure wird teilweise oder ganz von der gaérenden Lésung zuriickgehalten. 
Friihere Autoren haben sich dadurch geholfen, daS sie 
als MaB fiir die Garung den verschwundenen Zucker 
bestimmten. Die Ergebnisse dieser Methode scheinen 
wenig zuverléssig zu sein, da ein Teil des Zuckers als 
Zellbaustoff assimiliert wird. Eine andere Méglichkeit, 
die retinierte Kohlenséure nachtraéglich durch eine starke 
Saure auszutreiben und zu messen, schien fiir unseren 
Fall nicht zweckmaBig. Wir wahlten daher im fraglichen 
Bereich pa > 6,0 als MaS der alkoholischen Garung 
den gebildeten Alkohol und rechneten den festgestellten 
Alkohol nachtraéglich nach der Gay-Lussacschen Glei- 
chung in Kubikmillimeter Kohlensiure um. Die Be- 
stimmung des Alkohols erfolgte mittels der Mikromethode, 
die Widmark' zur Bestimmung von Athylalkohol im 
Blute vorgeschlagen hat. Sie besteht im Prinzip darin, 
da8 der Alkohol in einem dicht abgeschlossenen Glas- 
kolben in einem Wasserbad von 50 bis 60° in einer Zeit 
von 2 bis 24% Stunden abdestilliert und von der in 
demselben GefaiB befindlichen Bichromatschwefelsiéure Abb. 1. 
absorbiert wird. Die durch den Alkohol bedingte Reduk- 
tion des Bichromats gibt das Ma fiir den vorhanden gewesenen Alkohol. 
Titriert wird mit n/100 Thiosulfatlésung. 1 cem der Titerfliissigkeit zeigt 113 7 
Athylalkohol an. Die fiir die Methode angegebene Apparatur wurde fiir 
unsere Zwecke in folgender Weise modifiziert (siehe Abb. 1). Das Einsatz- 
gefaB, das die Untersuchungsfliissigkeit aufzunehmen hat, wurde: auf einen 
Fassungsraum von etwa 2,5 cem bei einem Durchmesser von etwa 25 mm 
und einer Héhe von etwa 6mm vergréBert. Der Kolbentubus mit Schliff 
fiir den Glasstopfen wurde erweitert, um dieses GefaB einfiihren zu kénnen. 
Da im Kolben (Inhalt etwa 6,0 cem) wéhrend der Untersuchung infolge 
der Erwaérmung betrachtliche Uberdrucke auftreten, muBten die Schliffe 
besonders sorgféltig ausgefiihrt und durch starke Metallfedern zusammen- 
gehalten werden. Als Schliffdichtungsmittel erwies sich am besten Wasser. 
Fette verschiedenster Konsistenz sowie Graphit und Kombinationen von 
beiden versagten und sind an sich aus naheliegenden Griinden nicht 
wiinschenswert. Mit einem solchen Gerit kann der Alkoholgehalt in 
einer Fliissigkeitsmenge noch von 1 ccm festgestellt werden. 





Bei unseren Bestimmungen gingen wir in folgender Weise vor: Nach 
Abschlu8 eines Atmungsversuchs wurde mdéglichst rasch die Hefe von det 
Garfliissigkeit abfiltriert. Vom klaren Filtrat wurden jeweils 4% ccm der 
Untersuchung unterworfen. Die Zeit vom Beginn der Gérung bis zum 
Filtrieren war genau zu vermerken, um spater auf eine Zeiteinheit um- 
rechnen zu kénnen. 


1 J.M.P.Widmark, diese Zeitschr. 131, 473, 1922. 


kK. Trautwein u. J. Wassermann: 


Uber den Gang einer solchen Analyse gibt ein Protokollauszug 
(siehe Anhang, Versuchsprotokoll 1) AufschluB. Die Zuverlassigkeit 
der Methode auch fiir gréBere Fliissigkeits- und Alkoholmengen als 
von Widmark angewendet wurden, zeigt Tabelle II. Wir finden in 
ihr Analysen mit Lésungen von bekanntem Alkoholgehalt (Versuch 1 
bis 3) und soleche (Versuch 4 bis 7), bei denen der Alkohol nach einer 
stattgefundenen Garung bestimmt wurde. Im letzten Falle sehen wir, 
daB die gemaB der Gay-Lussacschen Gleichung aus dem gefundenen 
Alkohol berechnete CO,-Menge mit der manometrisch festgestellten 
gut iibereinstimmt. (Diese Versuche zeigen auch, dais man mit der 
CQ,-Messung unbedenklich bis um den Neutralpunkt gehen kann, 
Alkohol- und Kohlenséurewerte stimmen dort noch gut iiberein.) 


Tabelle I. 





Volumen Pu Gefundene Vorhandene Gefundene 
der Probe bei Versuchs- COg Alkoholmenge Alkoholmenge 


ende emm Y 7 


— 394 392 

_ 394 398 

—_ 394 396 

240,3 495 479 

; 192.9 398 451 
0.5 . 295.9 610 611 
0,5 196.1 406 424 
0,5 ; 159,1 328 338 


Es kann nicht verschwiegen werden, daB wir auch mit der Alkohol- 
bestimmungsmethode gewisse Unsicherheiten nicht beseitigen kénnen. 
Durch die Arbeiten der Schule Neuberg ist bekannt, daB die Garung 
auf alkalischem Gebiet unter anderem auch bei Anwesenheit von 
Kaliumphosphat, das wir als Puffer verwendeten, nach der dritten 
Vergirungsform neben der ersten Vergaérungsform verliuft. Der in 
diesem Gebiet gefundene Alkohol entspringt also zwei verschiedenen 
Prozessen. Er, bzw. die aus ihm errechnete Kohlensaure, ]aBt sich 
daher nicht ohne weiteres mit den CO,-Werten, die im sauren Bereich 
auftreten, vergleichen, wo praktisch die erste Vergérungsform obwaltet. 
Wir sehen keinen Weg, die beiden GréBen auf einen exakten Gesamt- 


nenner zu bringen, glauben jedoch fiir unseren Fall darauf verzichten 
zu kénnen, nachdem Neuberg! gezeigt hat, daB der Alkohol auch im 
alkalischen Gebiet zum weit tiberwiegenden Teil — in den ersten 
Stunden der Garung, die allein fiir uns in Frage kommen, zu 93,3°, 


der ersten Vergaérungsform entspringt. 


1 C. Neuberg, J. Hirsch u. E. Reinfurth, diese Zeitschr. 105, 324, 1920. 
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Die Ergebnisse der Girversuche. 
(Siehe Tabelle III, Illa, IV, [Va, Abb. 2, 3 und Protokoll 2.) 


Nach einem Vorschlag von Warburg sind die Garungsgesch windig- 
keiten in Qo, angegeben. Man versteht unter diesen Quotienten 
die Kubikmillimeter Kohlensaure, die pro Milligramm und Stunde durch 
Garung erzeugt werden. 


Um Raum zu sparen, haben wir es unterlassen, die Protokolle 
simtlicher Untersuchungen, aus denen die Qog,-Werte errechnet sind, 
zu veroffentlichen. Um aber auch iiber den Verlauf einer Untersuchung 
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Gurung der Unterhefe ,Sternburg*. 


Girung der Oberhefe .Landshut*. 
---- Aus Alkohol berechnet. 


---- Aus Alkohol berechnet. 


AufschluB zu geben, haben wir lediglich im Anhang eine Versuchsreihe 
mit einer Hefe abgedruckt. Dasselbe gilt auch fiir die Atmungsversuche. 


Abgesehen davon, daB allgemein die Gargeschwindigkeit der Unter- 


hefe kleiner ist als die der Oberhefe, stimmen die pxu-Kurven beider 
Hefen gut iiberein. Die Kurven steigen bis pu = 2 


2.7 schnell an, um 


dann den weiteren Anstieg bis zum Optimum, das um pa = 4,5 zu 
suchen ist, zu verlangsamen. Der Abfall vom Optimum erfolgt wiederum 
in beiden Fallen zunachst langsam bis etwa px 
ist der Kurvenast steil, bei pu 


6,5. Von da ab 
8,0 ist bereits die Garung eingestellt 


bzw. nur mehr in minimalen Spuren vorhanden. 


Vergleichen wir unsere Ergebnisse mit denen anderer Autoren. 
Die Befunde scheinen zunachst mit denen von FE. Hdgglund und A. M. 








. J. Wassermann 
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Augustson' iibereinzustimmen. Sie fanden bei Verwendung von Glucose- 
und Saccharose-Phosphatlésungen nach der ersten halben Stunde 
der Garung bei den verschiedenen py ahnliche Garungsgeschwindig- 
keiten wie wir. Vor allem stellten sie auch bei pa ~ 8 eine, wenn 
auch nicht ganz, so doch stark gehemmte Garung fest. Allein ihren 
Versuchen kann man, soweit es sich um die Werte auf der alkalischen 
Seite handelt, keine Beweiskraft zubilligen. Denn sie haben die Garung 
durch Bestimmung der freiwerdenden CO,-Menge gemessen und waren 
sich nicht bewuBt, daBb der gréBte Teil dieses Gases in der alkalischen 
Lésung zuriickgehalten wird. Spater haben EF. Hdgglund, A. Séderblom 
und B. Troberg? dieses Versehen korrigiert, indem sie als MaB der 
Garung den Zuckerverbrauch bestimmten. Die Resultate, die sie mit 
dieser Methode erhielten, waren andere. Die Garung verlief in einem 
Bereich von etwa pu = 4 bis 8,5 mit derselben Geschwindigkeit. Bei 
pu = ~ 10 war sie wie bei uns vollstandig gehemmt. 

H. v. Euler und O. Svanberg* sowie H. v. Euler und S. Heintze* haben 
gleichfalls pu-Kurven fiir die Hefengirung festgestellt. Sie stimmen 
auf der sauren Seite, vom Minimum bis zum Optimum, mit unseren 
Kurven wohl iiberein. Auf alkalischem Gebiet besteht jedoch eine 
krasse Unstimmigkeit mit unseren Versuchen. Wenn die Forscher 
auch im Gegensatz zu Hdgglund mit fortschreitender Alkalinitat eine 
Hemmung der Garung feststellen konnten, so erhalten sie immer noch 
Gargeschwindigkeiten von betrachtlicher GréBe. Bei pa = 8, wo bei 
uns der Spaltungsstoffwechsel schon fast stillsteht, beobachten sie 
noch, daB 30 bis 33°, des Zuckers der alkalischen Garung anheimfallen. 

Zu alledem kommt der Widerspruch unserer Ergebnisse mit den 
Arbeiten von Neuberg, der mit seiner Schule uns gelehrt hat, daB unter 
alkalischen Bedingungen die Garung keineswegs aufhért, sondern nur nach 
einer anderen Form, der sogenannten dritten Vergérungsform, verléuft. 
Diese ist aber gleichfalls, wenn auch mit einer verminderten Alkohol- und 
Kohlenséureentwicklung verbunden. Mit welchem py Newberg gearbeitet 
hat, geht allerdings aus seinen Arbeiten nicht hervor. Orientierende Nach- 
priifungen der von ihm verwendeten Garlésungen von unserer Seite haben 
aber ergeben, daB auch bei ihm zweifellos Alkalinitéten vorhanden waren, 
die das py = 8 nach der alkalischen Seite betraéchtlich tiberschritten haben 
diirften. Worin diese starke Diskrepanz begriindet ist, l4Bt sich zunachst 
nicht einwandfrei entscheiden. Man kénnte geltend machen, da die von 
uns angewandte Methode der Alkoholbestimmung in so kleinen Fliissigkeits- 
mengen und Konzentrationen zu unzuverlassigen Resultaten fiihrt. Um 
diesem Einwand zu begegnen, haben wir in einigen Fallen bei py = 10,7 neben 
dem Alkohol auch die Kohlenséure bestimmt. Wir trieben sie nach Versuchs- 


' BE. Hagglund u. A. M. Augustson, diese Zeitschr. 155, 334, 1925. 

2 E. Hdagglund, A. Séderblom u. B. Troberg, ebendaselbst 169, 200, 1926. 
3 H.v. Euler u. O. Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 105, 187, 1919. 
4 H.v. Euler u. S. Heintze, ebendaselbst 108, 165, 1919/20. 
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schluB mit Schwefelséure aus und maBen sie manometrisch. Die Anwesen- 
heit von CO, muBte sich bei der empfindlichen Methode schon durch be- 
deutende Ausschlige kenntlich machen. Die auf diese Weise festgestellten 
Mengen CO, kamen aber immer ganz nahe an die verbrauchten Volumina 
Sauerstoff heran, die gleichzeitig gemessen wurden. Sie waren als End- 
produkt der Atmung anzusprechen. Die einschligigen Versuche sind weiter 
unten bei der Bestimmung der Respirationsquotienten nachzusehen. 

Die festgestellten Widerspriiche sind wohl auf die verschiedenen 
Versuchsbedingungen zuriickzufiihren. Die samtlichen anderen Autoren 
arbeiteten mit viel héheren Hefekonzentrationen, die 20- bis 50mal so 
hoch waren als die unserigen. Dazu kommt, daB von ihnen .,.Rohhefen*‘ 
in Form von Backerei- bzw. Brennereiprebhefen verwendet wurden. Unter 
diesen Verhailtnissen kommen eine Reihe unkontrollierbarer Substanzen 
in die Gaéarfliissigkeit, erwahnt seien nur Autolysate abgestorbener Zellen. 
Solche Stoffe kénnen nicht nur Wachstum und Vermehrung der Hefen 
veranlassen, sondern machen auch eine Beeinflussung des Garbildes denkbar. 
Unsere Zellen waren strenge Reinkulturen, stammend von einer Ausgangs- 
zelle. Das Material wurde wiederholt sorgfaltig gewaschen, die verwendeten 
Mengen waren sehr gering, 0.1 bis 0.2 g Hefetrockensubstanz in 100 cem 
Garfliissigkeit, die durch die Suspension nur eine schwache milchige Triibung 
aufwies. Auch diirften die Versuchszeiten, die bei uns so kurz wie méglich 
bemessen wurden, eine Rolle spielen. 

Weiter ware zur Erklarung die Heferasse anzufiihren. Die friiheren 
Autoren haben, wie schon erwéhnt, Backerei- bzw. Brennereioberhefen 
verwendet, wahrend wir uns Bierhefen von unter- und obergarigem Charakter 
bedienten. Da8 aber Rassenunterschiede die alkalische Garung beeinflussen 
k6nnen, darauf haben bereits H. Euler und O.Svanberg' hingewiesen: 
,.Nachdem wir uns... iiberzeugt hatten, daB unsere Unterhefe H_ fiir 
unsere Versuche tiber alkalische Gérung ganz ungeeignet war (in etwa 
50°, der Versuche trat keine Gérung ein, und oft hérte die Garung ohne 
erkennbare Ursachen auf), wandten wir... eine Brennereioberhefe an. . .** 

Unsere Beobachtung ist also nicht so ganz neu, zumal wenn wir noch 
an die Arbeit von Wilenko® erinnern. Diesem Forscher gelang es, durch 
Zusatz eines alkalischen Gemisches von sekundérem und priméarem oder 
des rein sekundiéren Natriumphosphats zur Garflissigkeit die CO,-Ent- 
wicklung zu unterdriicken, wobei aber der Zucker aus der Loésung ver- 
schwunden war. 

Wie weit endlich unsere Ergebnisse im Zusammenhang stehen mit der 
von Neuberg u. Kolbel neuerdings entdeckten fiinften und vierten Ver- 
garungsform, miissen weitere Versuche ergeben. 


Die Ergebnisse der Atmungsversuche, 
(Tabelle V und VI, Abb. 4 und 5, Protokoll 3.) 

Die Atmungsgeschwindigkeiten sind im QYp,. angegeben. Unter 
diesem Quotienten versteht man nach Warburg die Kubikmillimeter 
Sauerstoff, die pro Milligramm Hefentrockensubstanz und Stunde 
durch Atmung verbraucht werden. 


1 A.a.O. 8. 189. 
2 G.G. Wilenko, Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 255, 1916/17. 
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sierhefe. 


Beim Studium beider Kurven fallt zunachst auf, daB die Atmungs- 
tatigkeit der Oberhefe allgemein betrachtlich héher ist als bei der 


Unterhefe. 
Bierhefe entspricht also 
auch eine hédhere At- 
mungsgesch windigkeit. 
Dieses ist eine Erschei- 
nung, auf die wir (a.a. O.) 
schon friiher hinweisen 
konnten. 


Im weitaus gréBten 
Teil verlaufen die At- 
mungs- px- Kurven pa- 
rallel den Géarungs - pu- 


Kurven. Da, wo also die 
Garung gehemmt ist, 
kénnten wir auch ein 
Zuriickgehen der At- 


mungsgeseh windigkeit 
feststellen, in den pza- 
Gebieten, in denen die 
Garung ansteigt, ist 
auch eine gesteigerte At- 
mungsgesch windigkeit 
zu beobachten. Die 
Garungs- und Atmungs- 
optima failen praktisch 
zusammen. Bei der che- 
mischen und physiologi- 
schenVerbundenheit von 


Garung und Atmung 
waren diese Feststel- 
lungen vorauszusehen. 


Dieser Parallelismus 
der beiden Kurven- 
gruppen —_verschwindet 
aber im letzten Kurven- 
ast da, wo wir uns dem 
Minimum der Garung 
nahern. 


Einer héheren Garungsgeschwindigkeit der obergirigen 
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Atmung der Oberhefe .Landshut*. 


Die Atmungskurve ist in diesem Gebiet flacher und verlauft 


allmahlich asymptotisch zur x-Achse, eine Erscheinung, die besonders 
klar bei der obergarigen Hefe mit den gréBeren Atmungswerten erkennt- 
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lich ist. In diesem Bereich wird also die Garung mehr gehemmt als die 
Atmung. 

Das Uberraschendste ist aber die Feststellung, dab um px Ss. 
wo der fiir die Hefe charakteristische Spaltungsstoffwech:el der Garung, 
begleitet von Alkohol- und Kohlenséurebildung, fast ganz erloschen 
ist, die Atmung ungehindert weiter besteht!. Mit annahernd konstanter 
Geschwindigkeit liuft sie noch weiter bis px = 10,7 bzw. 10,8, um dann 
aber plétzlich bei 11,85 bzw. 11,75 stillzustehen. Jn dem py- Bereich 
von ungefdahr 8 bis 11 haben wir also bei der Hefe unter den von uns ge- 
wahlten Versuchsbedingungen das Bild einer normalen Atmung vor uns 

Im sauren Gebiet beobachten wir diese Erscheinung nicht. Hier 


faillt die Atmung gleichzeitig mit der Garung ab. 


Wiederholung der Gir- und Atmungsversuche. 

Dies auffallende Resultat veranlaBte uns, unsere Versuche noch 
auf zwei weitere Hefenstamme auszudehnen. Wir wahiten hierfiir 
aus unserer Sammlung folgende Rassen aus: 

Unterhefe aus der Glickaufbrauerei Gelsenkirchen: 

Oberhefe aus der Weizenbierbrauerei A. Araus, Lechhausen. 

Die Ergebnisse mit diesen Hefen, die in Tabelle VII zusammen- 
gestellt sind, stimmen mit den vorausgehenden iiberein. 


Tabelle VII. 





Qo,-Werte, Qco,-Werte, Qvo,-Werte, QVco,-Werte, 
»'-Alkoholwerte der Hefe 7'-Alkoholwerte der Hefe 
,, Krauss". ,, Gelsenkirchen ** 
PH PH 
bei Ver- Vo, Yoo,  y-Alkohol | bei Ver- Vo, Qceo, | y-Alkohol 
suchsende a . suchsende 7 
1,7 2.0 30,8 2,1 2.4 20.5 
34 17,3 271,6 3.4 14,3 209.5 
53 19,0 240.3 5,3 200,7 
53 232 479 5,3 230 475 
7,1 12,7 108,2 7,1 12.3 118,3 
Ful 152 314 7,1 147 303 
8,0 10.5 0 0 8,0 12,7 7 i4 
10,7 9,7 0 0 10,7 12.0 0 0 





Die fettgedruckten Qco, sind errechnet aus den Werten der Alkohol- 


bestimmungen. 


1 Ob hier die fiinfte bzw. vierte Vergarungsform Neuberqgs auftritt, 


wurde nicht festgestellt. 
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Diskussion der Ergebnisse. 

Bei unseren Atmungsversuchen wurde nur der Sauerstoffverbrauch 
gemessen. Nun k6énnte man daran denken, daB unser Ergebnis 
sich dadurch erklaren lieBe, daB die in den fraglichen py-Bereichen 
festgestellte Sauerstoffzehrung nicht notwendig auf eine Atmung zuriick- 
gefiihrt werden muB, sondern daB hier irgendwelche andere oxydative 
Prozesse vor sich gehen. Die Entscheidung dariiber kann die Be- 
stimmung der Respirationsquotienten geben. Bei normaler Atmung 
mu dieser annahernd gleich 1 sein. Dem verschwundenen Volumen 
Sauerstoff muB die gleiche Menge auftretender Kohlenséure gegeniiber- 
stehen. Wir haben diesen Quotienten fiir die fraglichen pu (pu = 8 
und 10,75) bestimmt und gefunden, daB die Bedingung tatsachlich 
erfiillt ist: 


1. Bei der Unterhefe ,,Sternburg** ergab sich der 

ee 4. Me £2" So wh ale eee cee 4 = 0,96(1. Versuch) 
2a. Bei der Oberhefe ,,Landshut** ergab sich der R.-Q. 1,06 (2. Versuch) 
2b. Bei der Oberhefe ,,Landshut“ ergab sich der R.-Q. 0.99 (3. Versuch) 


Mittel = 1,00 

Bei der Bestimmung der Respirationsquotienten wurde in folgender 
Weise vorgegangen!. Unter Verwendung ein und derselben Hefen- 
menge wurde in je einer Barcroft-Apparatur gleichzeitig die Sauerstoff- 
zehrung und die Kohlenséurebildung gemessen. Das eine Gerat war 
mit, das andere ohne Kalilaugebeschickung. Die CO,-Bestimmung 
gestaltet sich etwas umstandlich, denn in der verwendeten alkalischen 
Zuckerphosphatlésung praexistiert bereits Kohlenséure, und neu auf- 
tretende wird retiniert. Der praexistierende Teil des Gases mu in 
einer gesonderten A»paratur durch Einkippen ven Saure aus den 
AnhanggefaB festgestellt und von der nach ,AbschluB des Versuchs 
gleichfalls durch Saureeinkippung freigemachten Gesamtkohlensaure 
in Abzug gebracht werden. Diese Differenz stellt jedoch noch nicht 
die Atmungskohlensaure dar, sondern ihr muB noch der Anteil Kohlen- 
siure hinzugezihlt werden, der der Messung durch Auftreten eines 
Unterdruckes, hervorgerufen durch die Sauerstoffzehrung, entgeht. 
Am besten kann die Methode und vor allem die richtige Anwendung 
der GefaBkonstanten durch ein Beispiel erlautert werden. 

1. Im Geraét I mit den Konstanten K’p, und K’oo, entstehe nach 
Einkippen von 0,4cecm 2n H,SO, in die Versuchsfliissigkeit ohne Hefe 
ein Uberdruck von h’mm. Die Menge der prdexistierenden Kohlensdure 
betrdgt demnach h’ K’eg, emm. 

2. Im Gerat II mit den Konstanten K’’o, und K’’oo, werde der Sauerstoff- 
verbrauch gemessen. Betragt der auftretende Unterdruck nach einer be- 


1 Siehe auch C. Oppenheimer u. L. Pincussen, Die Methodik der Fer- 
mente, S. 663. Leipzig 1927 bis 1929. 
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stimmten Zeit h’’mm, so errechnet sich daraus der Atmungssauerstoff zu 
h” .K’’o, emm. 


3. Im Gerat III mit den Konstanten K’’’p, und K’’’c~o, und ohne Kali- 
laugebeschickung werde die Stoffwechselkohlenséure gemessen. Nach der 
Versuchszeit werde 0,4 ccm 2n H,SO, eingekippt und es zeigte sich nach 
Temperaturausgleich ein Uberdruck von h’’ mm. Die frei gewordene 
Gesamtkohlensduremenge ist dann h’” . KO, ecmm. 


” 


4. Zudem Wert h’”’ . K’’'co, ist noch die Menge CO, zu zahlen, die 
durch den Unterdruck, hervorgerufen durch den Sauerstoffverbrauch der 
Atmung, verdeckt wird. Diese Menge betragt (man beachte die Kon- 
stanten!): 

a ’d, 
K'"0, 

5. Von der Summe ist die préexistierende CO, abzuziehen, so daB die 

Atmungskohlenséure sich errechnet aus: 
h" K"0, 
h'" K’'"C0, + Ko, .K'"co, — hh’ K'c0.. 

Die Versuchswerte, die der Berechnung der oben mitgeteilten 
respiratorischen Quotienten zugrundeliegen, sind der Tabelle VIII 
zu entnehmen. 


. K"’co, emm. 


Tabelle VIII. 


Versuchswerte zur Berechnung der R.-Q. 





Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 


Keo, as ay. 1,487 1,487 1,535 
Me's ‘ 111 mm 58 mm 69 mm 
Ko, ‘ Sie 1,397 1,431 1.352 
tek eee 3 6 18,5 mm 10 mm 10,5 mm 
gg eae 1,397 1,496 1,511 
ee 8) ees 1,532 1,491 1,506 
_ gee oi 10,5 mm 58 mm 59 mm 


E. Lundsgaard' ist es gleich uns gelungen, Hefen auf reine Atmung 
umzuschalten. Er versetzte Glucoselésung mit wenig monojodessig- 
saurem Natrium und beobachtete dabei, daB Monojodessigséure den 
anoxybiontischen Stoffwechsel bei Brennereihefe aufhob, ohne dab 
die oxybiontische Zuckerzersetzung beeintrachtigt wurde. Der respira- 
torische Quotient war auch bei ihm in diesem Falle gleich 1. Dasselbe 
Ergebnis konnte von dem Autor auch mit Fréschen erzielt werden. 
Er folgert aus seinen Versuchen, daB ein bereits von Anfang an oxy- 
dativer Abbau der Kohlenhydrate unabhaingig vom Spaltungsstoff- 
wechsel und von den durch denselben entstehenden Produkten wohl 
denkbar ist. 


1 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1, 1930. 
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Auch unsere Versuche weisen auf eine solche Mdéglichkeit hin. 
Auf den ersten Blick kénnte man sogar glauben, daB unsere Ergebnisse 
einen experimentellen Beweis hierfiir zu liefern geeignet waren. Wir 
verwandten Saccharoselésungen. Die Tatsache nun, da die Atmung 
nur auf alkalischem Gebiet und nicht auf der sauren Seite die Garung 
iiberdauert, fiihrt zu dem SchluB, daB die Garung durch die alkali- 
empfindliche Invertase limitiert wird, wahrend die Oxydation bereits 
am Disaccharid einzusetzen vermag. Entgegen friiheren Feststellungen 
ist nun aber von Newberg u. a. gezeigt worden, da Invertase O H-Kon- 
zentrationen, wie wir sie verwandten, wohl zu ertragen vermag. 

Wie der Chemismus dieser Atmung in alkalischen Garfliissigkeiten 
ist, l4Bt sich auf Grund der bis jetzt vorliegenden Versuchsergebnisse 
wenig aussagen. Wir werden uns bemiihen, Einblick in denselben zu 
bekommen. 

Zusammenfassung. 

Fir zwei ober- und untergarige Bierhefen wurde die Abhangigkeit 
der Garung und Atmung von der H’-lonenkonzentration der Gar- 
fliissigkeit bestimmt. 

Die pu-Kurven fiir Garung stimmen auf der sauren Seite mit 
denen friiherer Autoren, die ihre Untersuchungen mit Brennerei- 
bzw. Backerei-Oberhefen anstellten, gut iiberein. | Auf alkalischem 
Gebiet fallt die Kurve steil ab, und die Garung ist bei pu ~ 8 schon 
fast ganz gehemmt. Diese Erscheinung steht im Widerspruch mit den 
alteren Ergebnissen. Die Diskrepanz kann in der Heferasse liegen, 
kann aber auch auf die Versuchsbedingungen zuriickzufiihren sein. 
Es wurde mit sehr kleinen, sorgfaltig gewaschenen Hefemengen und 
mit kurzen Versuchszeiten gearbeitet. Ob und wie weit hier die fiinfte 
bzw. vierte Vergarungsform Newbergs im Spiele ist, wurde nicht 
festgestellt. 

Die pu-Kurven fiir Atmung laufen im weitaus gréB8ten Teil parallel 
zu den Garungskurven. Der Parallelismus verschwindet bei pu = 6 
bis 7. Die Atmungskurve ist von da ab viel flacher als die Garungskurve 
und verlauft schlieBlich asymptotisch zur x-Achse bis zu px 10,7. 
Bei 11,8 ist die Atmung erloschen. 

In dem pu-Bereich 8 bis 11 ist also die Garung auf Atmung um- 
geschaltet. Wir haben hier eine normale Atmung vor uns, die von keiner 
alkoholischen Garung mehr begleitet ist. Die Beobachtung ist zu einem 
gewissen Grade eine Bestitigung der Versuche von EF. Lundsgaard, 
der einen oxydativen Abbau der Kohlenhydrate unabhangig vom 
Spaltungsstoffwechsel annimmt. 


Uber den Chemismus der fraglichen Atmung kénnen erst weitere 
Versuche AufschluB geben. 
Biochemische Zeitschrift Band 236 4 
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Protokoll 1. 


Versuch am 28. November 1930. Bestimmung der Alkoholwerte der 
Hefe ,,Sternburg’ bei pu = 6,0. 

2cem des Giargemisches enthalten 3,0 mg Hefetrockensubstanz. Im 
Kolben des AlkoholbestimmungsgefaéBes befindet sich 1 ccm einer 0,25° ,igen 
Kaliumbichromatschwefelséure, im Einsatzschaélchen 0,5 ccm Filtrat des 
Gargemisches. 1 cem n/100 Lésung Thiosulfat entspricht 113 y Alkohol. 


lcem Bichromatschwefelséure verbraucht 10,28 cem n/100 Thiosulfat 
(f = 0.98) 

1 ,, Bichromatschwefelséure verbraucht 10,24 cem n/100 Thiosulfat 
(f = 0,98) 


Mittel: 10,26 cem n/100 Thiosulfattiter. 


Vor dem Versuch verbrauchen 0,5 ccm Filtrat des Gargemisches 10,07 ccm 
n/100 Thiosulfat. 
Vor dem Versuch verbrauchen 0,5 ccm Filtrat des Gargemisches 10,05 ccm 
n/100 Thiosulfat. 
Mittel: 10,06 cem n/100 Thiosulfat. 


Diese 10,06 ccm n/100 Thiosulfat entsprechen (10,26 bis 10,06) . 0,98 
- 113 y Alkohol = 22 y Alkohol, der praéformiert vorhanden ist. 


Nach 140 Minuten Garzeit verbrauchen 0,5 ccm Filtrat des Gargemisches 
3,31 cem n/100 Thiosulfat. 


Nach 140 Minuten Garzeit verbrauchen 0,5 ccm Filtrat des Gargemisches 
3,42 cem n/100 Thiosulfat. 


Diese 3,31 cem n/100 Thiosulfat entsprechen 770 y Alkohol, 3,42 cem 
n/100 Thiosulfat entsprechen 757 y Alkohol. 


Nach Abzug des préformierten Alkohols ergibt sich 748 bzw. 735 y 
Alkohol ; pro 60 Minuten und 1 mg Hefetrockensubstanz errechnen sich dann 


748 .60.4 735 .60.4 
—_—_—— == 497 » bzw. 


. =420y £ 1. 
140.3 140.3 4 7 Alkoho 


l cem CO, (0° und 760 mm) entsprechen 2,063 y Alkohol: 


427 y Alkohol ergeben demnach 207 cmm CO, = Qco, 
420 y ” ” ” 204 Ty CO, => Qco, 
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pu-Empfindlichkeit der atmenden und girenden Bierhefe. 


Protokoll 2. 


Garungsversuche der Hefe ,,Sternburg. 








Nach 
Minuten 


30 
60 
90 
120 


150 


30 


120 


60 
90 


120 
30 


60 
90 
120 


Pu 


emm CO, 


Versuch am 16. X. 1930. 


RCO, emm CO, 


Hefemenge 1,7 mg 


34,3 46,7 

26,1 31,4 
60,4 78,1 

2,1 22.0 28,9 26,5 
82,4 104.6 

15,8 19,5 
98,2 124.1 

14,7 
138,8 

Versuch am 17. X. Hefemenge 2,0 mg. 

172,7 174.4 

198,2 199.8 
370,9 187,1 374,2 

2,7 193.5 192.9 
564,4 567,1 

184.1 186,0 
748.5 753.1 
189,7 187,2 

206,8 206,1 
396,5 393,3 

3,4 196,8 197.8 195.3 
593,3 88.6 

198,2 183,2 
791,5 77i,8 
240,1 236,4 

252,7 250,8 
492.8 487,2 

4,7 237,3 241,2 235,7 
730,1 722.9 

234.8 231,9 
964,9 954,8 
230,3 233,0 

231,0 221,8 
461,3 454.8 

5,3 232,4 228,1 208,6 
693,7 663,4 

218,9 191,1 
912.6 854.5 
219,9 212.9 

i 204,6 216,7 
424.5 429.6 

6,0 199,8 203,2 216,7 
624,3 646,3 

188,6 205,5 
812,9 851,8 


4* 


( 
LC Og 


32,7 


188.3 


192.9 


213.6 


212,9 
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Protokoll 2 (¥ortsetzung). 
_. Pu emm CQO, 800, emm CO, 200. 
Versuch am 17. X. 1930. Hefemenge 2,0 mg. 
30 184,0 154,6 
177,5 178,2 
60 361,5 362,8 180,3 
6,4 | 183,3 178,8 178,2 
90 544.8 541,0 
170,3 
120 715,1 
Versuch am 28. X. 1930. Hefemenge 1,5 mg. 
30 93,4 
116,7 
60 210,1 
7,1 129.9 160.1 
90 340,0 
142.5 
120 482.5 
Protokoll 3. 
Atmungsversuche der Hefe ,,Sternburg™. 
oe ll PH emm O2 Q bo emm Og 20, 
Versuch am 16. X. 1930. Hefemenge 1,7 mg. 
30 61 | 7,4 
zz. 2,0 
60 8,1 9,5 
2,1 2.0 3,2 4,1 4,0 
90 10,1 13,5 
1,3 4,7 
120 11,4 18,3 
| 2,7 
150 21.0 
Versuch am 16. IX. 1930. Hefemenge 5,0 mg. 
30 36,5 35,0 
29,1 28,7 
60 65,6 63,7 
| 27 36,5 13,5 35,7 14,1 
90 102,1 99,4 
I 35,8 37,1 
120 137,9 136,5 
30 39,8 31,1 
32.8 30.4 
60 72,6 61,5 
3,4 40,6 13,3 39,2 14,8 
90 113,2 100,7 
26,5 41,6 
120 139,7 142.3 











‘COs 


80,3 


4,0 





Protokoll 3 (kortsetzung). 


pu-Empfindlichkeit der atmenden und girenden Bierhefe. 








Nach 
Minuten 


60 
90 
120 
30 
60 
90 


120 


30 
60 


90 


120 


PH 


6,0 


6,4 


emm Op» 


Versuch am 16. IX. 1930. 


37,7 
73,2 
117,4 


160.1 
43,0 
73,3 

110.2 

154.6 
41,5 
70,8 

107,3 

153.1 
34,4 
65,1 
97,2 

137,6 

Versuch am 11. 

7,4 

20.3 

33,8 

46.0 

10,9 

23,1 

35,9 

47.4 
Versuch am 9. 

9,5 

20,3 

28,4 


33,8 


£ & 
bo or 


30,7 
32,1 
40,4 


IX. 1930. 
12,9 
13,5 
12,2 


to vw 
to 


—_ — ps 
ve 


_ 
or 


80, 


emm Op» 


Hefemenge 5,0 mg. 


16,3 


14,9 


35,3 
69,9 
108.8 


153.8 
46,9 


79,3 
115,6 
161,2 

40.6 

70,9 
105,5 


151,4 
37.0 [ 


68,0 
102,8 


144,3 


Hefemenge 2,0 mg. 


12,8 


9,1 
21,0 
32,9 


45.5 


Hefemenge 1,8 mg. 


9,4 


20.9 


bo 
~) 
~ 


35.9 


34,6 
38,9 


45,0 


32,4 
36,3 


45.6 


30.3 
34,6 
45.9 


31,0 
34,8 
41,5 


11,9 
11,9 
12,6 


15,8 


14,8 


14,6 


10,0 





Uber das Verhiltnis von Milchsiurebildung 
und Kreatinphosphorsaurespaltung bei der anaeroben 
Titigkeit des Muskels. 


Von 


0. Meyerhof und W. Schulz. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir 


medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 3. April 1931.) 


Durch die Entdeckung der ,,milchséurelosen‘* Kontraktion jod- 
essigsdurevergifteter Muskeln von seiten Einar Lundsgaards! ergeben 
sich eine Reihe energetischer Probleme auch fiir die normale Muskel- 
kontraktion. Insbesondere bestehen gewisse Widerspriiche in der 
Zuordnung der chemischen und energetischen Vorgange bei den Jod- 
essigsauremuskeln einerseits und unvergifteten Muskeln andererseits. 
Hierauf ist schon in der Arbeit von FE. Lundsgaard selbst aus diesem 
Institut hingewiesen worden. Ist die Spaltung der Kreatinphosphor- 
siure (,,Phosphagen“) die wesentliche Energie liefernde Reaktion 
fiir die anaerobe Tatigkeit des vergifteten Muskels, so sollte die in diesem 
Falle gefundene Warmeténung auch im unvergifteten Muskel bei 
derselben Spaltung auftreten, und entsprechend miBte die Resynthese 
eine gleich groBe negative Warmeténung besitzen. Treten diese Warme- 
t6énungen nicht in Erscheinung, so miissen sie durch andere chemische 
Vorginge mit entgegengesetzten Warmeténungen kompensiert sein. 
Nach unseren bisherigen Kenntnissen versagt diese Konsequenz in 
gewissen Fallen, insbesondere bleibt der isometrische Warmekoeffizient 


Muskels 


Spannun Lange ' 
( son: a 8°) fast itber den ganzen Bereich der 


\ initiale Warme 


anaeroben Ermiidung konstant, wahrend der isometrische Koeffizient 
des Phosphagenzerfalls stark steigt, der der Milchséiure wenig sinkt, 
so daB die auf diese Weise aus den beiden Reaktionen berechnete 
Warmebildung im Fortschritt der Ermiidung allmahlich im Verhaltnis 
zur Spannungsleistung etwas sinken miiBte. Ferner verlangt die Ein- 


1 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 162, 1930; 227, 51, 1930. 
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schrankung des Phosphagenzerfalls durch hohe Dosen curaresierender 
Substanzen!, daB unter gleichen Umstanden entweder der isometrische 
Warmekoeffizient oder die Milchsaurebildung erhéht sein miibte 
SchlieBlich sollte wahrend der anaeroben Resynthese des Phosphagens 
in der ersten Minute nach Ablauf des Tetanus entweder eine endo- 
therme Phase auftreten oder die Milchséiurebildung die Kontraktion 
um die gleiche Zeit iiberdauern. Diese letzteren Befunde waren von 
Embden und seinen Mitarbeitern auch schon vor langerer Zeit  er- 
hoben?, konnten jedoch in den friiheren Versuchen aus diesem Institut 
nicht bestaétigt werden. 

Ein besonderes Problem ergab sich ferner durch die Feststellung, 
daB unter Umstanden ein jodessigsiurevergifteter Muskel in Sauerstoff 
das Mehrfache an Arbeit leisten kann wie ein anaerober, wobei der 
Phosphagengehalt nur langsam abnimmt. In diesem Falle muBbte 
also durch die Oxydation eine Resynthese des Phosphagens erméglicht 
werden, ohne daB intermediar tiberhaupt Milchsaure aufgetreten war. 
Danach erschien es denkbar, daB auch im unvergifteten Muskel, wenn 
der geléste Sauerstoff durch die Tatigkeit nicht ganz verbraucht wird 
und daher keine voriibergehende Anaerobiose eintritt, das intermediare 
Auftreten von Milchséure ausbleiben kénnte, so daB dann die initiale 
und verzégerte Warme einen anderen Ursprung haben wiirde wie im 
anhaltend gereizten Muskel. Sie ware dann nicht wie in diesem zur 
Hauptsache auf Bildung und oxydativen Schwund der Milchsaure 
zu beziehen, sondern allein auf Spaltung und oxydative Resynthese 
der Kreatinphosphorséure. Diese Méglichkeit war allerdings nicht 
sehr wahrscheinlich, weil die oxydative Restitutionswirme auch bei 
ausreichender Sauerstoffversorgung erst wahrend einer Minute im 
AnschluB an die Kontraktion in Erscheinung tritt und es daher fiir die 
chemischen Vorgange, die der Oxydation vorher gehen, gleichgiltig 
sein sollte, ob Sauerstoff wahrend derselben anwesend ist oder nicht. 

Die Lésung der genannten Unstimmigkeiten kann in zwei Rich- 
tungen vermutet werden. Entweder ist uns von den energieliefernden 
Vorgangen der Kontraktion bisher nur ein Bruchteil bekannt und 
fiir die fehlenden oder iiberschiissigen Energiebetrage sind unbekannte 
kompensatorische chemische Reaktionen verantwortlich, oder aber 
die bisher bekannten Vorgiange reichen zur Hauptsache zur Erklarung 
hin, aber die bisher angenommenen Stoffwechselgr6éBen, die meist 
bei ziemlich fortgeschrittener Muskelermiidung und unter verschiedenen 
Bedingungen gewonnen sind (um chemisch meBbare Ausschlage zu 


1 D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 213, 262, 1929. 
2 Embden, Hirsch-Kauffmann, Lehnartz, Deuticke, Hoppe-Seylers 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 209, 1926. 
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erhalten), kénnen auf einzelne kurze Kontraktionen, wie sie bei der 
myothermischen Methodik vorkommen, nicht ohne weiteres iiber- 
tragen werden, und bei diesen bestiinde dann ein anderes Verhaltnis 
von Phosphagenzerfall und Milchsaéurebildung, als bisher angenommen 
wurde. Als dritte erginzende Méglichkeit, auf die schon friiher hin- 
gewiesen ist', kommt dazu, daB die ,,Entionisierungswirme™ des 
Proteins an die Stelle der Zerfallswirme der Kreatinphosphorsaure 
bei fortgeschrittener Ermiidung treten kann. 

Auf Grund der hier vorliegenden Arbeit méchten wir zu dem 
SchluB kommen, da alle drei Faktoren im Spiel sind. Einerseits ver- 
kleinern sich auf Grund des hier vorliegenden Zahlenmaterials gewisse 
bisher vorhanden gewesene Diskrepanzen sehr betrachtlich, auf der 
anderen Seite ist es aber sicher und wird auch durch die demnachst mit- 
geteilten Versuche iiber die Energetik der Jodessigsiuremuskeln be- 
wiesen, dab noch weitere Warme liefernde Vorgainge im anaerob ge- 
haltenen Muskel ablaufen, fiir die bisher eine chemische Erklarung fehIt. 

Die vorliegenden Versuche betreffen: 

1. den Zeitverlauf der Milchséurebildung bei kurzen Tetani in 
Stickstoff und Sauerstoff bei hoher und tiefer Temperatur; 


2. den isometrischen Koeffizienten des Phosphagenzerfalls und 
der Milchséurebildung fiir kurze Tetani und kurze Serien von Einzel- 
zuckungen bei verschiedenen Temperaturen in normalen und curare- 
sierten Muskeln; 

3. Versuche tiber den isometrischen Koeffizienten der Milchsaure 
in Stickstoff und Sauerstoff. 

Da bei den groBen Schwankungen dieser Koeffizienten in ver- 
schiedenen Jahreszeiten und bei geringen Anderungen der Versuchs- 
bedingungen, ganz besonders bei vergifteten Muskeln, nur groBbe Ver- 
suchsreihen eine brauchbare Durchschnittszah] liefern kénnen, so 
waren im ganzen mehrere 100 Versuche erforderlich, deren jeder vier 
bis sechs Phosphorséurebestimmungen oder zwei bis drei Milchsaure- 
bestimmungen umfaBte. In den wichtigsten Anordnungen wurde 
das Mittel aus sechs bis zw6lf ahnlich angelegten Versuchen gewonnen. 

Die Methodik war die bisher angewandte*. Um ‘die Milchséurebildung 
in kurzen Tetani von | bis 5 Sekunden noch richtig bestimmen zu kénnen, 
erwies es sich als vorteilhaft, 0,2 mg Milchséure als Zinklactat zu jeder 
Destillation hinzuzusetzen (entsprechend 0,9 cem n/200 Jod) und in der 
gleichen Serie den Titrationswert dieser 0,2 mg jedesmal zu bestimmen. 
So werden etwaige Schwankungen des Blindwertes eliminiert. Titriert 


' O. Meyerhof, Die chemischen Vorgaénge im Muskel. Berlin, Verlag 
Julius Springer, 1930. 

® Vgl. Chemische Vorgénge im Muskel. Berlin, Verlag Julius Springer, 
1930. 
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wurde das gebundene Bisulfit nach Clausen! mit n/200 Jodlésung und 
10 cem Mikrobiirette. Fiir genaue Bestimmung der isometrischen Koeffi- 
zienten miissen Anfangs- und Endwert von Phosphorséure bzw. Milchséure 
in symmetrischen Muskeln gemessen werden; dies ist um so wichtiger, je 
geringer der Umsatz ist. 

Die Messung der Zeitkoeffizienten (K_,) ist nur genau, wenn die Spannung 
wahrend des Tetanus nicht abfallt. Dies laBt sich bei normalen Muskeln 
in 5 bis 10 Sekunden langen Tetani bei allen Temperaturen erreichen, 
wenn mit niedriger Frequenz (25 Unterbrechungen pro Sekunde) direkt 
oder indirekt gereizt wird. Bei starker Vergiftung mit Ammoniumbasen 
ist jedoch ein solcher Spannungsabfall haufig. Derartige Versuche miissen 
verworfen werden. Ferner ist bei der Bestimmung des _ isometrischen 
Koeffizienten auf die Konstanthaltung der Temperatur zu achten. Die 
Muskeln befanden sich vor der Reizung mindestens 20 Minuten in sauer- 
stofffreier (bzw. sauerstoffgesaéttigter) Ringerlésung von genau eingestellter 
Temperatur. Unmittelbar vor Beginn der Reizung wurde die Lésung durch 
das entsprechende Gas (Stickstoff oder Sauerstoff) herausgedriickt. Im 
Falle der Muskel in fliissiger Luft gefroren werden sollte, wurde das GefiB 
erst im Beginn der tetanischen Kontraktion entfernt. Die Reizung und 
Spannungsmessung geschah wie in friiheren Versuchen. Zur genauen 
Einstellung der tetanischen Reizdauer diente ein rotierender Kontakt- 
unterbrecher nach Keith Lucas, verfertigt von Dr. Parkinson, University 
College, London. 


Die Phosphagenversuche wurden ausnahmslos, die Milchséureversuche 
zum gré8ten Teil an Temporarien ausgefiihrt ; bei ersteren wurde stets direkt 
gereizt, bei letzteren verschieden, wie es in den Tabellen angegeben ist. 


1. Zeitverlauf der Milehsiure bei der Kontraktion. 


Nachdem gezeigt war, da die Kreatinphosphorsdure bereits 
anaerob nach Ablauf der tetanischen Kontraktion zu einem erheblichen 
Teil resynthetisiert wird?, und zwar, wie die zeitliche Analyse ergab, 
innerhalb 1 Minute nach der Erschlaffung*, erhob sich die Frage, 
welches die energieliefernde Reaktion hierfiir ist, denn die Spaltung 
der Kreatinphosphorsaure hatte sowohl enzymatisch* wie durch Saure- 
wirkung eine Warmeténung von 110 bis 150 cal pro g abgespaltener 
Phosphorsaéure ergeben®. Die Synthese muBte also endotherm sein. 
Andererseits fand sich in dem gleichen Zeitabschnitt nach der Warme- 
analyse von Hartree und Hill eine an GréBe wechselnde positive Warme, 
die durchschnittlich 10 bis 15°, der im Tetanus gebildeten ausmachte. 
In der Tat hatte Embden bereits vor langerer Zeit angegeben, daB bei 
tetanischer Kontraktion ein Teil der Milchsaéure nach Ablauf des Tetanus 


' Journ. of biol. Chem. 52, 263, 1922. 

2 O. Meyerhof u. K. Lohmann, Naturw. 16, 32, 1927. 

3 D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 196, 73, 1928; vgl. auch Gorodissky, 
Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 261, 1928. 

* O. Meyerhof u. J. Suranyi, diese Zeitschr. 191, 106, 1927. 

5 O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebendaselbst 196, 49, 1928. 
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gebildet wiirde. Diese Versuche konnten seinerzeit in unserem Labora- 
torium nicht bestaétigt werden!. Vielmehr trat eine erhebliche Nach- 
bildung der Milchséure nur bei starker direkter Reizung des Muskels 
auf, und gleichzeitig wurde eine Nachkontraktur sowie eine Verschlechte- 
rung des Wirkungsgrades des Muskels beobachtet, so daB diese Extra- 
bildung der Milchsaéure, die auch mit Extrabildung von Warme einher- 
ging’, offenbar auf abnorme Reizbedingungen zu beziehen war. Da 
derartige Uberreizungen auch in den Versuchen der Frankfurter Autoren 
verschiedentlich verzeichnet waren, schienen ihre Resultate hierdurch 
erklart, ihre Versuche wurden daher auch von ihnen selbst spaterhin 
als nicht beweiskraftig angesehen*. Dagegen hielten sie ihre Annahme 
der Nachbildung der Milchséure unabhangig von diesen Versuchen 
weiter aufrecht. Sie fanden naémlich die Differenz des Milchsaure- 
gehalts von symmetrischen, im selben Stromkreis gereizten Muskeln, 
deren einer sich in Sauerstoff, der andere unter Sauerstoffabschlub 
befand, gréBer als durch oxydativen Schwund der Milchsaure auf Grund 
des Oxydationsquotienten erklarbar sein sollte. Sie nahmen daher an, 
daB anaerob eine bestimmte Menge Milchséure nachtraglich auftritt, 
die aerob ausbleibt. Der Sauerstoff sollte dann nicht das Wieder- 
verschwinden schon gebildeter Milchsaure wie in anderen Fallen er- 
méglichen, sondern von vornherein ihr Auftreten verhindern. Dagegen 
ergab sich in eigenen Versuchen‘ bei gleichzeitiger Registrierung der 
Spannungsleistung ein Verhaltnis zwischen der Milchsduredifferenz 
des anaerob und aerob tatigen Muskels zum Sauerstoffverbrauch, 
das durchaus normal war (Oxydationsquotient etwa 5). In der Tat 
kénnen die Versuche von G. Embden und E. Lehnartz, wie immer sie 
sich erkliren mégen, nicht als Argument fiir die Nachbildung der 
Milchséure verwendet werden; es besteht naimlich, wie das Folgende 
zeigt, beziiglich des primaren Auftretens von Milchsaure kein deutlicher 
Unterschied zwischen anaerob und aerob gehaltenen Muskeln. 
Dagegen ist die These Embdens von der Nachbildung der Milch- 
siure nach der Kontraktion jedenfalls fiir den Tetanus zutreffend, 
denn der aus den Alteren Versuchen von Embden gezogene Schlub 
war in der Tat richtig gewesen, und die widersprechenden Versuche 
unseres Laboratoriums kénnen ihrerseits nicht mehr als beweiskraftig 
betrachtet werden. Die ersten derartigen Versuche von O. Meyerho/ 
und K. Lohmann litten daran, da8B infolge der hohen Reizfrequenz 
bei indirekter Reizung ein Absinken der Spannung im Tetanus erfolgte. 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 168, 128, 1925; J. Suranyi, 
Pfliigers Arch. 244, 228, 1926. 

2 Furusawa u. Hartree, Pfliigers Arch. 211, 644, 1926. 

3 Embden u. Lehnartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 311, 1928. 

4 O,. Meyerhof u. W. Schulz, Pfliigers Arch. 217, 547, 1927. 
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Es war dann naheliegend, daB eine Nachbildung der Milchsaure nach 
AbschluB der Reizung ausblieb. In den Versuchen von Suranyi wurde 
diese Fehlerméglichkeit durch Verringerung der Reizfrequenz vermieden. 
Aus den neueren Beobachtungen ergibt sich jedoch, da auch hier 
Spannungsentwicklung und Milchsdurebildung fiir die verwendeten 
Muskeln auffallig klein war, namlich im allgemeinen etwa 900g te- 
tanische Spannungsentwicklung bei 1,2 g schweren Gastrocnemien 
und Milchsdurezunahmen in 10 Sekunden von 0,3 bis 0,4 mg proGramm 
bei Zimmertemperatur. Dagegen betragt in den jetzigen Versuchen 
die Spannungsentwicklung bei 1 g schweren Muskeln gegen 2000 g, 
die Milchséurebildung im 10-Sekunden-Tetanus um I mg. Die auf 
weniger als die Halfte herabgesetzte Kontraktionsfahigkeit muB fiir 
das friihere Resultat verantwortlich gemacht werden, wonach der 
Milchséuregehalt innerhalb der ersten Minute nach AbschluB des 
Tetanus gleich blieb. 

Es ist in Erwiderung einer vorliufigen Mitteilung von 2. Lehnartz! 
bereits von dem einen von uns? mitgeteilt, daB wir in den jetzigen 
Versuchen auch bei indirekter Reizung ausnahmslos eine Nachbildung 
der Milchséure festgestellt haben, die einen betrachtlichen Teil der 
im Tetanus gebildeten ausmacht. Dieses Faktum ist unabhangig 
von den Bedenken, die von verschiedenen Seiten gegen die Verarbeitung 
der Muskeln durch Gefrieren in fliissiger Luft, wie sie zundichst von 
Embden und dann auch von uns benutzt wurde, erhoben worden sind. 
Unzweifelhaft ist diese Abtétungsart nicht momentan und auch nicht 
besonders schonend. Man erhalt nimlich bei Zerdriicken nicht ge- 
frorener Muskeln in eiskaltem Alkohol oder eiskalter Saéure stets et was 
kleinere Werte fiir Milchséure und anorganische Phosphorsaure als bei 
Gefrieren in fliissiger Luft. Noch etwas gréBer wird dieser Unterschied, 
wenn man indirekt gereizte Muskeln mit freihiangendem Nerven gefriert. 
Dieser wird durch die starke Kalteeinwirkung in einem Augenblick 
gereizt, wo der gleichzeitig eintauchende Muskel noch erregbar und 
kontraktionsfahig ist, und dies verstarkt die Kontraktion durch die 
direkte Kaltereizung. Der durch das Gefrieren des Muskels bedingte 
zusatzliche Zerfall betragt z. B. fiir Milchséure etwa 0,03 bis 0,06 mg 
pro Gramm Muskel und ist etwas gréBer als die Differenz des Ruhe- 
gehalts symmetrischer Gastrocnemien. Die hierdurch bedingte Un- 
sicherheit 14Bt sich aber durch gleiche Behandlung der beiderseitigen 
Muskeln gréBtenteils beseitigen. Die Methode bleibt doch fiir gewisse 
Falle schwer entbehrlich, da die Fixierung des Muskelzustandes im 
Verlauf der Kontraktion auf diese Weise schneller erfolgt als bei Zer- 
driicken nicht gefrorener Muskeln. 


1 Klin. Wochenschr. 10, 27, 1931. 
2 Ebendaselbst 10, 214, 1931. 
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Fur die Feststellung der Nachbildung der Milchséure wurden zwei 
symmetrische Gastrocnemien an isometrischen Hebeln  tetanisch 
gereizt, die Spannung verzeichnet und der eine dann am SchluB des 
‘Tetanus, der andere 1 bis 2 Minuten spater gefroren. Da der Ruhe- 
gehalt der Oberschenkelmuskeln oft nicht genau mit dem der Gastro- 
enemien tbereinstimmt, so sind hier die Ruhewerte der Milchsaure 
nicht mit angegeben und auf eine Ausrechnung der Koeffizienten 
verzichtet, doch ist das Resultat in den Fallen eingeklammert, wo 
die Spannung der symmetrischen Muskeln stark voneinander abwich. 
Die prozentische Zubildung (letzte Spalte der Tabelle 1) bezieht sich 
daher auf den gesamten Milchsauregehalt. In den Versuchen des fol- 
genden Abschnitts (Kapitel 2) ist der isometrische Zeitkoeffizient K, 
‘(Gramm Spannung x Sekunde Tetanusdauer x Zentimeter Muskellange 
(- ie Gramm Milchsaure 
einerseits fiir direkt am Ende des Tetanus, andererseits fiir 1 bis 
2 Minuten spater gefrorene Muskeln bestimmt. In diesem Falle ergibt 
sich aus dem Vergleich der Durchschnittswerte der Koeffizienten 
in beiden Fallen die prozentische Nachbildung. 


A. Nachbildung von Milchsdure in anaerob gehaltenen Muskeln. 


Die Muskeln wurden stets wenigstens 20 Minuten vor Beginn des 
Tetanus in sauerstofffreier Ringerlosung bei der betreffenden Tem- 
peratur gehalten, diese durch Stickstoff ersetzt und dann mit der Reizung 
begonnen. Neben indirekter Reizung normaler Muskeln wurde auch 
direkte Reizung an curaresierten Muskeln verwendet. Hierzu diente 
Curare aus den Vorraten von Professor Lapicque, dem wir fiir die Uber- 
lassung zu Dank verpflichtet sind. In einzelnen Fallen wurde ferner 
Trimethyloctylammoniumjodid benutzt wegen seiner den Phosphagen- 
zerfall einschrankenden Wirkung. Dies war nach der Vorschrift von 
Mugdan' aus Octylamin gewonnen. 

Die relative Nachbildung der Milchsaure ergibt sich im Durchschnitt 
ziemlich ahnlich, ob die Versuche bei 4 oder 18° angestellt werden, 
ferner ob die Reizung bei 18° zwischen 2 und 10 Sekunden variiert wird. 
Da auf Grund der Versuche des nachsten Kapitels die Milchsaure- 
bildung pro Gramm Muskel in 10 Sekunden in einem maximalen 
isometrischen Tetanus bei 4° etwa 0,4 mg, bei 18° etwa 1,0 mg betragt, 
so entspricht eine Nachbildung im ersteren Falle von 0,15 bis 0,2 mg, 
im letzteren Falle von 0,4 bis 0,5 mg gut 40°, der Gesamtbildung, 
wie es sich im folgenden Kapitel auch aus dem Vergleich der Zeit- 
koeffizienten ergibt. 


! Liebigs Ann. 298, 145, 1897. 
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Tabelle 


- 


Anaerobe Nachbildung der Milchsaure. 


a) Muskel am Schlu8 des Tetanus gefroren, 
b) 2 Minuten nach der Erschlaffung. 
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l0a 
b 
lla 
b 
l2a 
b 
13a 
b 
l4a 
b 
lda 
b 
l6a 
b 
l7a 
b 


18a 
b 


Datum 


1930 

6. XI. 

5. XI. 
1S. XI. 
12. XI. 
12. XI. 
22. IX. 
21. Xl. 
oz. Al. 
21. XI. 
21. XI. 
22. XI. 
31. XI. 
21. XI. 
21. XI. 
21. XI. 
10. X11. 
10. XII. 
10.XI. 


Muskel- 
gewicht 


g 
0.872 
O.861 
0,733 
0,774 
0,820 
0,833 
0,905 
0,895 
O.875 
0,865 
1.067 
1,057 


O,812 
0,838 
0,667 
0.679 


0,470 
0,479 


Tempe- 
ratur 


te fe be 


18 
18 


* Trimethyloctylammoniumjodid. — 


Reizart 


indirekt 
indirek 
indirek 
indirekt 
indirekt 


direkt 


Trim. * 
indirekt 
indirekt 
indirekt 
indirekt 
indirekt 
indirekt 
indirekt 
indirekt 
indirekt 
direkt 


Curare 


direkt 
Curare 
direkt 
Curare 


* 


Dauer 


des 


Tetanus 


Sek 
10 
10 


10 
10 


4 > 


tx! 


4 
4 > 
t 


~ i 


1x 6 


wm wor 


10 
10 
10 
10 
10 


10 
10 


Milch- 
siure- 
endgehalt 
in mg 
prog 


Muskel 


0,548 
0.786 
0,567 
0.708 
0,510 
1,028 
0,200 
0,513 
0.500 
1.025 
0, 820** 
O.894 


0.310 
0.53% 


0,236 
OD 


Span- 
nung 


1900 
1780 
1450 
1300 
1380 
1490 
1210 
1260 
1370 
1320 
1600 
1600 


1700 
1750 
1700 
1400 
1700 
1700 
1400 
1400 
1400 
1400 
1250 
1250 
1200 
1200 
1250 

900 


1250 
1250 
1600 
1600 
1050 
1100 


Anfangsgehalt etwa 0,69 mg 


Nachbildung 
der Milehsdure 


mg prog 


Muskel 


0,238 


0,141 


O.518 


0,074 


() 299 


0,341 


0,141 


0,152 


0,120 


0.518 


0,518 


0,283 


0,446 


0,43 


0,36 


0,41 


der 
Gesamt 
mileh- 
sure 


30 


20) 
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Bb. Nachbildung der Milchsdure in Sauerstoff. 


Um die Frage zu entscheiden, ob in normalen, sauerstoffgesattigten 
Muskeln die Milchsaéure intermediar in gleichem Umfang wie in Stick- 
stoff wahrend der Kontraktion auftritt und erst spater in der Er- 
holungsperiode verschwindet, miissen solche Bedingungen gewahlt 
werden, dal} die Achse des Muskels in keinem Zeitpunkt bis zur Ver- 
arbeitung sauerstofffrei wird. Hierzu bedarf es einer tiefen Temperatur, 
wobei nicht nur die Léslichkeit des Sauerstoffs im Muskel steigt, sondern 
auch die Ruheatmung stark sinkt. Bei 20° und einer Ruheatmung 
von 40cmm O, pro Gramm und Stunde ist in einem zylindrischen 
Muskel von 7mm Durchmesser, entsprechend einem Gastrocnemius 
von | g, die Achse des Muskels schon von vornherein sauerstofffrei', 
bei 2 bis 4° dagegen, wo die Ruheatmung unter 8cmm pro Gramm 
und Stunde betragt, ist diese Bedingung erfiillbar. Da die Léslichkeit 
des Sauerstoffs im Muskel bei maximaler Sattigung etwa 80°, der- 
jenigen im gleichen Volumen Wasser betragt?, also gerade so viel, 
als dem Wassergehalt des Muskels entspricht, sind bei 3° 45- 0,8 

36 cmm O, in 1 ccm Muskel gelést, wodurch bei einem Oxydations- 
quotienten von 5 etwa 0,25 mg Milchséure zum Verschwinden gebracht 
werden kann. Es darf demnach die tetanische Reizung nicht langer 
ausgedehnt werden, als einer Bildung von 0,25 mg Milchséure in Stick- 
stoff entsprechen wiirde. Dies sind bei 2 bis 4° etwa 5 Sekunden unter 
Beriicksichtigung der gesamten Milchsaéurebildung, und 10 Sekunden 
bei alleiniger Beriicksichtigung der wdahrend des Tetanus gebildeten 
Menge. Aus diesem Grunde wurden die folgenden Versuche bei 2 bis 4° 
mit 4- bzw. 10-Sekunden-Tetani angestellt. Stimmt nun der Gang der 
Milchsaurebildung in Stickstoff und \Sauerstoff iiberein, so ist nach 
dem Vorangehenden zu erwarten, daB auch im sauerstoffgesattigten 
‘Muskel am SchluB des Tetanus Milchséure vorhanden ist, deren Menge 
nach der Erschlaffung zunachst noch steigt, um erst spaiter wieder 
abuzsinken. Wie hoch der Anstieg erfolgt und wie rasch das Wieder- 
absinken eintritt, hangt von der Oxydationsgeschwindigkeit ab, die 
jedenfalls bei 2 bis 4° stark verlangsamt sein muB. Man kann aus 
einigen Warmekurven von Hartree und Hill® schlieBen, daB z. B. nach 
einem 2-Sekunden-Tetanus bei 0° noch nach 5 Minuten die Erholungs- 
oxydation bei weitem nicht abgeschlossen ist. 


Fiir die folgenden Versuche wurden drei verschiedene Erholungs- 
zeiten gewahit, 2 und 10 Minuten nach 10-Sekunden-Tetani, und 


1 Vgl. O. Meyerhof, Die chemischen Vorgénge im Muskel, S. 11. 

2 O. Meyerhof u. W. Schulz, Pfliigers Arch. 217, 561, 1927. 

3 Vgl. O. Meyerhof/, Die chemischen Vorgange im Muskel, 8. 257, 
Abb. 53b. 
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10 
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0,91 


2. AS: 


1 


oa 


0,668 


10 


2200 
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IX. 
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5 Minuten nach 4-Sekunden-Tetani. Die Versuche sind in Tabelle II 
wiedergegeben. Zu derselben Fragestellung gehért dann noch die 
Messung des isometrischen Koeffizienten in Sauerstoff ohne Erholung 
(Tabelle III). Aus dieser Serie ergibt sich, daB der so gemessene iso- 
metrische Koeffizient in Sauerstoff genau ebenso groB ist wie in 
Stickstoff, d.h. wihrend des Tetanus wird in beiden Fallen genau 
gleich viel Milchsaure gebildet. 

Die gemessene Milchsiurenachbildung in Sauerstoff ergab sich 
je nach der Dauer des Tetanus verschieden. Nach 10 Sekunden langem 
Tetanus, wo in Stickstoff wahrend der Kontraktion etwa 0,25 mg 
pro Gramm und in den folgenden 2 Minuten 0,15 bis 0,2 mg entstehen, 
ist dieser Verlauf in Sauerstoff scheinbar derselbe und auch nach 
10 Minuten noch keine Abnahme der Milchséure erkennbar (die Unter- 
schiede zwischen den Versuchen beruhen zur Hauptsache auf de 
verschieden groBen Spannungsleistung der beiden miteinander ver- 
glichenen Muskeln). Bei dem 4 Sekunden langen Tetanus ist dagegen 
nach 5 Minuten meist schon ein geringer Schwund der Milchséure 
eingetreten, jedoch nur ein Bruchteil der im Tetanus zugebildeten 
(etwa 0,1 mg pro Gramm Muskel). Den Gang der Milchsaurebildung 
und des Schwundes hier im einzelnen zu verfolgen, sind die Versuche 
nicht genau genug, so da andere Zeiten nicht untersucht wurden. 
Jedenfalls ergibt sich aus dem fehlenden oder sehr geringen Schwund 
der Milchsaéure in beiden Fallen, daB der im Muskel geléste Sauerstoff 
in dem Zeitraum von 2 bis 5 Minuten noch nicht verbraucht sein kann, 
entsprechend der Langsamkeit der Erholungsoxydation. Gleichwoh| 
ist aber im 10-Sekunden-Tetanus eine deutliche Nachbildung ein- 
getreten, wahrend sich nach einem 4-Sekunden-Tetanus scheinbar 
Nachbildung und Schwund gerade in 5 Minuten ausgeglichen haben. 


2. Der Zeitkoeffizient der Milchséure mit und ohne Erholung. 


Die Nachbildung der Milchséure ergibt sich, wie schon oben er- 
wahnt, auch aus der Bestimmung des Zeitkoeffizienten der Milchsaure 
mit und ohne Erholung, wobei jeweils die symmetrischen Gastro- 
enemien auf den Ruhegehalt verarbeitet werden. Besonders bei den 
kleinen Umsatzen im 5-Sekunden-Tetanus bei 4° muB der Ruhegehalt 
méglichst niedrig sein. Es wurden daher in dieser Serie diejenigen 
Versuche verworfen, wo dieser iiber 0,04°, lag, was gelegentlich bei 
frisch gefangenen Fréschen trotz aller VorsichtsmaBnahmen der Fall 
ist. Daneben interessiert aber der Gang der K,-Werte mit der Dauer 
des Tetanus, um festzustellen, ob irgendeine Beziehung zu dem Anstieg 
der Koeffizienten des Phosphagenzerfalls mit zunehmender Tetanus- 
dauer vorliegt. Die Milchsiurebestimmung ist bei ihrer gegenwartigen 
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Ausfiihrungsform genau genug, um dies bei 2 bis 4° noch an einem 
Tetanus von 4 Sekunden, bei 18° noch bei Tetani von 1 und 2 Sekunden 
zu entscheiden und so den AnschluB an die myothermische Versuchs- 
anordnung zu gewinnen. 

Ob der im Muskel geléste Sauerstoff einen EinfluBb auf die Milch- 
siurebildung im Tetanus ausiibt, laBt sich durch Bestimmung der 
K.-Werte in Sauerstoff und Stickstoff bei der Temperatur von 2 bis 4° 
und Tetanusdauern bis 5 Sekunden entscheiden, weil hier die gesamte 
anaerob entstehende Milchsiure schon mit dem gelésten Sauerstoff 
verschwinden kann. Wie sich aus der Tabelle III ergibt, ist die Gegen- 
wart des Sauerstoffs ohne EinfluB auf die GréBe der im Tetanus ge- 
bildeten Milchsaure. 

Zur Feststellung der Durchschnittswerte der Koeffizienten sind 
hier wie in allen weiteren Tabellen die reziproken Mittelwerte der 
reziproken Einzelwerte 1/K berechnet. Da namlich die Spannungs- 
entwicklung und die Muskellange nur wenig schwanken, wahrend die 
Milchséurezunahme bzw. der Phosphagenzerfall wegen der sehr kleinen 
nachzuweisenden Mengen gelegentlich fast Null ist, wiirde das direkte 
Mittel der AK.-Werte ein falsches Bild des erhaltenen Durchschnitts 
geben. 

A. Isometrische Zeitkoeffizienten (K,1,) bei 4°. 

Die verhaltnismaBig groben Schwankungen Yer K.-Werte bei 
kiirzesten Tetani (3 bis 5 Sekunden) riihren natiirlich zum Teil daher, 
da schon die Unterschiede des Ruhegehalts der Muskeln sich stark 
geltend machen und daB die Fehlergenauigkeit bei den zur Bestimmung 
kommenden Milchséuremengen von knapp 0,1 mg nicht mehr sehr hoch 
ist. Dazu kommt aber zur Beurteilung dieser sowie aller folgenden 
Versuche, daB auch in den myothermischen Messungen an kurzen 
Tetani und Einzelzuckungen, fiir die diese Einwande nicht gelten, 
die isometrischen Warmekoeffizienten in verschiedenen Muskeln zumal 
in verschiedenen Jahreszeiten im Verhaltnis von 1:3 schwanken 
kénnen. 

Der Durchschnitt der A,-Werte ohne Erholung liegt bei dem 
5-Sekunden-Tetanus bei 340.108 genau gleich in Stickstoff und 
Sauerstoff (Tabelle III), mit Erholung bei 120.10° (Tabelle IV), 
bei langeren Tetani ohne Erholung bei 218. 10° (Tabelle V), mit Er- 
holung bei 134 . 10° (Tabelle VI). Vielleicht darf man daraus schlieBen, 
da®B der Anteil der Milchséure, der in die Reizperiode hineinfallt, bei 
langeren Tetani gréBer ist. Dies ist besonders bei 4 Tetani 4 5 Sekunden 
verstandlich, die mit einem Intervall von je 2 Sekunden ausgefiihrt 
wurden, so daB hier schon in der Zwischenzeit eine Gelegenheit zur 
Milchséurenachbildung gegeben ist. Auf Grund der Koeffizienten 
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Durchschnitt : 
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Tabelle IV. Zeitkoeffizient bei 4 bis 6 Sekunden langem Tetanus (4°) 
mit 2 Minuten Erholung (in N,). 





Nr. Datum 


1930 

1 8. XI. 
21 8. XI. 
3 | 12. XI. 
4 || 12. XI. 
5 || 12. XI. 
6) 14. XI. 
7/14. XI. 
8 || 14. XI. 
9 14. XI. 
10 || 15. XI. 
11 | 16. XI. 

T abelle 


Muskel- Muskel- 


gewicht lange 


g em 


0,96 3,7 
1.05 4.0 
1,00 4.0 
0,87 3,5 
0,715; 3,5 
0,745! 3,4 
0,795 | 3,6 
0,73 3,4 
0,695 | 3,6 
0,81 3.6 
0,70 3,5 


Reizart 


indirekt 


Dauer 
des 


Tetanus 


Sek. 


4 
4 


) 


} 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
| 


mg Milchsiure | Milch- 
pro g siure- 
: bildung 
was | Za | no 
gehalt gebildet) absolut 
0.36 0 0 
0,091 0,086 0,090 
0,146 0,387 | 0,408 
0,143 0,293 0,264 
0,142 0,308 0,222 
0.074 | 0,250 0,186 
0,091 | 0.369 0,295 
0,220 | 0,322 | 0,234 
0,160 0,278 , 0,198 
0,060 | 0,273 || 0,232 
0.125 0,210 |) 0,147 


Durchse 


Span- 
nung 


£ 


1500 
1250 
1800 
1500 
1700 
1400 
1650 


1500 | 


1470 


L800 | 


1150 


hnitt : 


112 
117 
115 
120 


V. Zeitkoeffizient in langeren Tetani bei 4° ohne Erholung. 





Nr. Datum 


1930 
Sip * és 
2 43, Zi: 
ae me ae 
4*! 5. XI. 
5% 5. XI. 
6 | 8. XI. 
7 8xXI 


* In Sauerstoff statt Stickstoff. - 


Muskel- Muskel- 


gewicht lange 


4 em 
0,63 

1 0.96 
0,685 


3, 
3, 
3, 
0,961 3, 
3. 
3, 
3, 


ors] 


0,661 f 
0,933 


0.930 


DHaloresl 


Reizart 


indirekt 


4. 
4. 


Dauer 
des 


Tetanus 


Sek. 


10 
10 
10 
10 
10 


mg Milchs&ure 
pro g 


An- 
fangs- 
gehalt 


0,063 
0,314 
0,225 
0,062 
0,084 


5**| 0,377 
5** 0,387 


Zu- 


Milch- 
siure- 
bildung 
in mg 


gebildet absolut 


0,414 
0,272 
0,322 
0,270 
0,267 
0,579 
0,625 


0,267 | 


),258 
0,223 
0,265 
0,178 
0,552 
0,600 


Span- 


nung Kz, . 106 


g 
1250 
1650 
1780 
1600 
1400 
1450 
1700 


Durchschnitt : 


** Mit je zwei Sekunden Unterbrechung. 


162 
214 
284 
227 
281 
196.5 
21% 


218 


Tabelle VI. Zeitkoeffizient der Milchséure in langeren Tetani bei 4° C mit 
1 bis 2 Minuten Erholung (N,). 





Nr. Datum 


Muskel-|Muskel- 


gewicht| linge 





1930 
1 3. XI. || 0,864! 3,3 
2| 3. XI1.10,792| 3,5 
31 8. X1.}1,11 4,0 
41/31. X.10,907| 3,7 
6 }31. X. | 0,808 3,2 
6 31. X.1 1,00 3,7 
7) 3. XI 097 3,9 
8 || 3. XI} 0,94 3,8 
9! 3. XI] 0,74 3,4 

10, 3. XI. || 0,85 3,5 


Reizart 


indirekt 


| direkt 


indirekt 


Te- 
tanus- 
dauer 


Sek. 
10 


10 
10 


YOM Or Org oro 


ee oe de oe de de 


-o 


mg Milchsiure 


pro £ 
f An- aaa ~ 
angs- su- 
gehalt bildung 
0,138 | 0,533 
0,047 0,316 
0,337 | 0,358 
0,057 1,19 
0,203 | 1,32 
0,088 | 0,886 
0,097 | 0,933 
0.106 | 0,924 
0,11 1,27 
0,12 1,099 


Milch- 
sdiure- 
bildung 
in mg 
absolut 


0,467 
0,254 
0,415 
1.00 
1,06 
0,886 
0,93 
0,87 
0,96 
0.96 


Durchse 


Span- 
nung 


g 


1530 


1450 | 


1600 
1800 
1750 
1800 
1850 
1700 
1550 
1650 


hnitt : 


5 


K,, . 106 


110 
204 
157 
134 
106 
151 
153 
150 
111 
121 
134 
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wiirde bei einem kurzen Tetanus etwa 60°, bei langeren Tetani 40°, 
nachgebildet werden. Immerhin ist die erstere Zahl bei den kleinen 
Ausschlagen wenig genau. 


B. Isometrischer Zeitkoeffizient bei 18°. 

Bei der héheren Temperatur konnten auch Reizzeiten unter 5 Se- 
kunden, namlich 1- und 2-Sekunden-Tetani untersucht werden. Hie 
ergibt sich das auffallige Resultat, daB mit und ohne Erholung die 
K,-Werte bei den kurzen Tetani deutlich kleiner sind als bei den 
Jangeren von 5 und 10 Sekunden, und dies ware vielleicht auch bei 4° 
der Fall gewesen, wenn wir die allerkiirzesten Zeiten hatten unter- 
suchen kénnen. Dies beruht zum Teil zweifellos darauf, daB das Hin- 
setzen der Spannung neben der Aufrechterhaltung mit einem Verbrauch 
von Energie verbunden ist. Dieses konstante Zusatzglied kommt zu 
dem mit der Reizzeit proportionalen Umsatz noch hinzu. Nach den 
Warmemessungen von Hartree und Hill kann der (reziproke) Warme- 
koeffizient im Tetanus geschrieben werden 


=-A+t B,.t, 


wo H, die initiale Warme, S die entwickelte Spannung, / die Ruhe- 
lange des Muskels, ¢ die Zeit in Sekunden bedeutet und A und B Kon- 


stanten sind. Hierbei ist die letztere von der Temperatur 7' abhangig. 
A ist nichts anderes als der reziproke Warmekoeffizient fiir die Einzel- 
zuckung. Berechnen wir hiernach das konstante Zusatzglied des Milch- 
siureumsatzes fiir die Spannungsentwicklung auf Grund eines K,, ; 
von 160.10 fiir den Gastrocnemius, so betragt dasselbe, bezogen 
auf den 1-Sekunden-Tetanus von 18° das 0,23fache der ganzen Milch- 
sdure einschlieBlich der Nachbildung. Daraus folgt A = 0,3 B; die 
Milchsdurebildung fiir das Einsetzen der Spannung entspricht der 
Bildung fiir die Aufrechterhaltung wahrend 0,3 Sekunden. Danach 
wiirde der Milchsdurekoeffizient allein fiir die Aufrechterhaltung der 
Spannung (in Tabelle VIII) 


fiir 1-Sekunden-Tetanus statt 35: 45, 
fiir 2-Sekunden-Tetanus statt 37: 42, 
fiir 10-Sekunden-Tetanus statt 69: 71 


sein. Die Unterschiede werden dann also geringer, aber nicht auf- 
gehoben. Nimmt man an, daB der Milchsiureumsatz fiir das bloBe 
Einsetzen der Spannung schon ganz wahrend des Tetanus erfolgt 
(eine Annahme, die natiirlich davon unabhangig ist, daB die Milch- 
sure nur indirekt mit der Arbeitsleistung verkniipft ist) und berechnet 
dementsprechend die Koeffizienten fiir die Aufrechterhaltung der 
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Spannung nur fiir die Dauer des Tetanus selbst, so erhalt man fur 
den 1-Sekunden-Tetanus A = 0,5 B.  Daraus ergibt sich fiir die 
K,-Werte ohne Erholung (der Tabelle VII) 


bei 1-Sekunden-Tetanus 85 statt 57, 
bei 2-Sekunden-Tetanus 91] statt 73, 
bei 10-Sekunden-Tetanus 127 statt 12]. 


Dann nahern sich also schon die Werte von verschiedener Tetanus- 
dauer erheblich an, ohne aber ganz gleich zu werden. Sicher folgt 
aber aus diesen Versuchen, dab keinesfalls der A,-Wert fiir die Auf- 
rechterhaltung der Spannung bei kurzen Tetani gréBer ist, vielmehr 
ist scheinbar das umgekehrte der Fall. Die gréBere Okonomie beim 
10-Sekunden-Tetanus kénnte vielleicht mit der wachsenden Ermiidung 
zusammenhangen, da hierbei die fiir die Summation im Tetanus er- 
forderliche Reizzahl sinkt und in solchen Fallen nach A. V. Hill der 
isometrische Zeitkoeffizient der Waime sich vergréBert. In der Tat 
sank in der Mehrzahl der Versuche nach etwa 6 Sekunden die Spannung 
auch bei niederer Reizfrequenz (25 pro Sekunde) schon merklich ab. 
Die relative Nachbildung fiir kurze und lange Tetani ergibt sich durch 
Vergleich von Tabelle VII und VIII ziemlich gleich, namlich zu 40 
bis 45°, der im ganzen gebildeten. Hier ist also! der bei 4° beob- 
achtete, aber nicht gesicherte Unterschied zwischen kurzen und langen 
Tetani nicht wieder zu finden. Sollte er in ersterem Falle real sein, 
so muB er auf die starke Verlangsamung der Reaktionsgeschwindig- 
keit bei der tiefen Temperatur zuriickgefiihrt werden. 


Die in den beiden Kapiteln wiedergegebenen Ergebnisse, durch 
die altere Angaben von Embden bestatigt und solche unseres Labora- 
toriums, jedenfalls fiir maximale tetanische Reizung, korrigiert werden, 
haben nun die wichtige Folge, daB der groBe Widerspruch zwischen 
dem Auftreten der positiven anaeroben Restitutionswarme und der 
gleichzeitig stattfindenden endothermen Resynthese der Kreatin- 
phosphorséure beseitigt wird. Unzweifelhaft wird diese endotherme 
Warme durch die exotherme Milchsaurebildung iiberdeckt und gleich- 
zeitig die Energie fiir die Resynthese geliefert. Rechnen wir mit 270 cal 
fiir die Bildung von 1 g Milchséure und die begleitenden physikalisch- 
chemischen Vorgainge und mit 110 bis 120 cal fiir 1 g aus Phosphagen 
abgespaltener Phosphorsiure und rechnen ferner das molare Ver- 
haltnis von Kreatinphosphorsaurespaltung und Milchsaurebildung 
(einschlieBlich der anaeroben Restitution) QY, P/L bei einem kurzen 
Tetanus zu 1,5 (bis 2), wie es sich aus dem folgenden ergibt, fernerhin, 
daB der Phosphagenzerfall am Ende des Tetanus mindestens das 
1,5fache der bilanzmaéBigen Abnahme nach Ablauf der Restitution 
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Tabelle VII. 


Zeitkoeffizient der Milchsaéure in Tetani verschiedener Dauer bei 18° ohne 
Erholung (N,). 





mg Milchséure 


' Te- pro g mg 
Muskel- Muskel- tenes ‘ Mileh- Span- _ 
Nr. | Datum gewicht linge  Reizart Ganer an- | Milch- siure- nung K;, 1 
fangs- | Siure-  bildung ; 
1930 g em Sek,  ehalt ilies absolut m 
1 |) 22. XI. i} 0,85 3,4. indirekt l 0,074 0,146) 0.124 1800 19 
2 | 22. XI. 0,74 3,4 a l 0,073 0,172) 0.128 1700 15 
3 | 26. XI. || 0,70 3,4 direkt 1 0.28 | 0,135! 0.097 1700 59 
4 || 26. XI.|| 0.69 3.5 a 1 0.108 0,145!) 0.102 1800 62 
6 || 26. XI.|| 0,85 3,7 l 0,050 0,118) 0.100 1950 72 
Durchschnitt : 57 
6 | 19. XI./| 0,89 3,7 | indirekt 2 | 0,090 | 0,272. 0.242 1900 64 
7 || 19. XI./} 0,86 3.3 2 0.19 0.191 0.166 1800 79 
8 |} 19. XI. || 0,72 3,3 2? 0.22 | 0.201. 0.151 1600 77 
| Durchschnitt : 73 
9 || 26. X I. | 0,88 3.6 direkt 5 0,040 | 6.347) 0.306. 2000 118 
i 10 || 26. XT.) 0,60 3,4 nf 5 0,127 | 0,310! 0.196 | 1500 | 130 
11 | 26. XI.}| 0,66 | 3,4 10 || 0,171 | 0,614) 0,480) 1400) 111 
12 | 26. XI. /} 0,64 | 3,1 10 | 0,18 | 0,55 | 0.374! 1500! 125 
13 | 26. XI. |) 0,61 3,2 10 = 0,082 | 0,560) 0.338 1300) 123 
Durchschnitt: 121 


Tabelle VIII, 


Zeitkoeffizient der Milchséure in Tetani verschiedener Dauer bei 18°. 
mit 2 Minuten Erholung (N,). 





mg Milchs&ure 


Te. » » mg 
Muskel- Muskel- te |___Pee S__|i eth | pen, | 
Nr. | Datum (gewicht lange | Reizart ‘Gauer An- | Mileh- sdure- nung K,, - 10 
fangs- ‘“4ure-  bildung 
, zu- abso 
1930 £ cm Sek.  sehalt bildung absolut “ei 
1 |) 22. XI. 0,72 3,5 | indirekt 1 0,049 | 0,246 |) 0.182 | 1800 35 
2/22. XI. 0,67 3,4 1 | 0,151 0,207 0,136) 1350! 34 
3/19. XI.) 0,87 | 3,7 ; 2 | 0,077 | 0,492 || 0.487) 1900 35 
4/19. XI.) 0,63 | 3,3 2 | 0,112 0,535|) 0,342 1600 36 
6 || 19. XI. |} 1,065! 3,4 2 (0,083 0,365! 0.390! 2050 39 


| Durchschnitt: 3 


| 22. XI. || 0,664 3.5 
22. XI. || 1,04 3,9 

l3 2. XI. || 0,528 3, 

' 26. XI. || 0,96 3 


3,5 (indirekt, 10 | 0,128 0,834 0.558) 1200 
_ 10 0,067 1,053 1,095 2000 


-~Ia) 


10 0,120 1,00 0,530) 1150 67 


Cwm1D 
t 
t 
w~ 
h— 


1 “ 
3,5 | direkt 10 (0,068! 1,11 (1,03 | 1850) 63 


Durehschnitt : 69 
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ausmacht, so miissen fiir 1 Mol gesamte Milchséurebildung 0,8 bis 
0.9 Mol Phosphagen restituiert sein; bei 1 Mol Gesamtmilchséure- 
bildung werden aber etwa 0,4 Mol Milchsdéure nachtraglich gebildet. 
Diese resynthetisieren die doppelte molare Phosphagenmenge, wo- 
bei noch ein thermischer Uberschu8 bleibt, der von der GréBen- 
ordnung von 10 bis 20°, der gesamten tetanischen Warme ist. So 
groB ergibt sich aber auch durchschnittlich die anaerobe Restitutions- 
warme in Versuchen von Hartree und Hill bei erheblichen Schwan- 


kungen. 


3. Die Milchsiurebildung bei isometrischen Einzelzuckungen. 
A. Unabhdangigkeit des K,-Wertes von dem Reizintervall. 

Nach dem Vorhergehenden muB man es auch fiir Einzelzuckungen 
als méglich annehmen, daB die Milchséurebildung die Kontraktion 
um eine gewisse, vermutlich aber nur sehr kurze Zeit tiberdauert. 
Fir eine Abhangigkeit des isometrischen Koeffizienten vom Reiz- 
intervall sagt dieses aber nichts aus, zumal, wenn man sich die Lunds- 
gaardsche Annahme zu eigen macht, daB die Milchsaurebildung, gleich- 
giltig, in welchem Moment sie stattfindet, durch die Resynthese des 
Phosphagens mit der Arbeitsleistung verkniipft ist. In der Tat hatten 
Versuche von M. B. Visscher’ festgestellt, daB der isometrische Koeffi- 
zient der Milchsaurebildung fiir die Spannungsentwicklung des Frosch- 
gastrocnemius noch bei 6 Reizen pro Sekunde etwa ebenso groB ist 
wie bei 1 Reiz pro Sekunde, wahrend sich natiirlich ein anderes Ver- 
halten ergilt, wenn man den bei der frequenten Reizung auftretenden 
Verkiirzungsriickstand noch zu der entwickelteh Spannung hinzu rechnet. 
Dem entgegen soll nach Lehnartz die Milchsiurebildung pro Einheit 
entwickelter Spannung noch bei Einzelzuckungen im Intervall von 
| bis 4 Sekunden um 20 bis 30°, zunehmen. In unseren eigenen Ver- 
suchen ergibt sich jedoch kein derartiger Unterschied, vielmehr war 
eher die Milchsdurebildung bei Vergleich von etwa 150 isometrischen 
Zuckungen mit 1- und 10-Sekunden-Intervall im letzteren Falle ge- 
ringer. Man darf angesichts der vorkommenden Schwankungen an- 
nehmen, daB der isometrische Koeffizient von der Reizfrequenz tat- 
sichlich nahezu unabhangig ist. Eine Reihe derartiger Versuche ist 
in Tabelle IV wiedergegeben. Die beiden symmetrischen Gastrocnemien 
dienten fiir die Arbeitsleistung mit verschiedenen Frequenzen. Es 
ist daher bei dem Fehlen des Ruhewertes nur ein relativer Koeffi- 
zient k,, ausgerechnet, der einen Vergleich nur innerhalb ein und des- 
selben Versuchs erméglicht, da ja der Milchséiureanfangsgehalt in den 
verschiedenen Versuchen schwankt. 


+ Amer. Journ. of Physiol. 95, 121, 1930. 
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B. Der isometrische Koeffizient in normalen und curaresierten Muskeln. 

Ob bei einer kurzen Serie isometrischer Einzelzuckungen der 
K,, ,-Wert curaresierter Muskeln mit dem normaler ibereinstimmt, 
wurde im Hinblick auf die Einschrankung des Phosphagenzerfalls 
im ersteren Falle genauer wie bisher untersucht. Eine Reihe ahnlicher 
Versuche war auch beziiglich des K,, ausgefiihrt, doch wurden diese 
wegen groBer Schwankungen in den Einzelresultaten und dem haufigen 
Spannungsabfall bei hoher Vergiftung speziell mit Ammoniumbasen 
nicht weiter verfolgt. 

Dab der isometrische Koeffizient fiir Einzelzuckungen normaler 
Muskeln bei kurzen Serien gréBer ist als bei langen, wurde schon friiher 
festgestellt. Bereits in verschiedenen Arbeiten unseres Instituts hatte 
sich in Serien von etwa 120 Einzelzuckungen des Gastrocnemius ein 
durchschnittlicher Wert von 150. 10°, bei kompletter Ermiidung von 
etwa 115. 10° ergeben. Ob bei noch kiirzeren Reizserien der Koeffi- 
zient weiter ansteigt, war bisher nur in wenigen Versuchen von Nach- 
mansohn' gepriift, der einen Koeffizienten von 176 . 10° erhalten hatte. 


Tabelle IX. 
Milchséurebildung bei isometrischen Einzelzuckungen mit verschiedenem 
Intervall. 
a) mit 1 Sekunde I[ntervall, 
b) ,, 10 Sekunden = 





Ge- Milch- mg ky, . 106 : 

Muskel- Muskel-_, samt- | S4Ure-—  wiich- 4 Pro- 
Zahl rehalt mit zentische 
Datum gewicht linge i 4 oa Span- £ bas siure- oo ue 
der Reize nung mg pro gehalt 1 10 itferenz 
Muckel absolut Sek. Intervall 


p= @ 


1931 £ 


0.88 3,6 é 1.612 4: 191 
’ 1,495 : 


82 ,o | 1,94 i. 182 


179 OLS 


0,97 3,5 97 
0,97 3,3 102 


0,91 3, 6 
0,91 3, 102 


0,86 3,6 102 
0.86 3,6 102 


0,93 3. 105 
0,93 a, 103 


0,945 3, 101 
0,95 ; 3,6 102 


Diese Zeitschr. 213, 262, 1929. 
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Tatsachlich finden wir jetzt, daB der isometrische Koeffizient in ganz 
kurzen Serien von 30 bis 60 Einzelschlagen and einer Spannungs- 
entwicklung von 15 bis 30 kg pro Gramm Muskel noch betrachtlich 
héher ist und durchschnittlich 254. 10° betragt. Dieser Umstand 
erscheint von besonderer Wichtigkeit angesichts des raschen Sinkens 
des Koeffizienten des Phosphagenzerfalls. In der Tat ist der Verlauf 
beider K,,-Werte bis zu starken Ermiidungsgraden offenbar reziprok, 
so daB eine Erklarung fiir die Konstanz des isometrischen Warme- 
koeffizienten bei Einzelzuckungen, die bisher fehlte, jetzt gegeben 
werden kann. Tabelle X. 

Isometrischer Koeffizient der Milchséure fiir 40 bis 60 Einzelzuckungen 
normaler und curaresierter Muskeln. (Trim.: Trimethyloctylammonium- 





jodid. ) 
Mus- Zahl Ge- mg 
Muskel- 4... = der samt- Milch- : 
Nr.. Datum gewicht sel Vergiftungeart und -daner Zuk- | span- ro casei Km, 
ang (Mengen auf 75 g Frosch) kun- nung pildung - 108 
1930.31 g em gen kg absolut 

1 22. XII. || 0,844 | 3,7 unvergiftet 63 | 29.6 | 0.433 253 
2 122. X11. || 1,12 | 3,8 ~ 63 | 34,8 | 0,528; 225 
3/26. III. | 0,623 | 3,0 “4 35 98 | 0,090) 326 

$:126. III. | 0.687 | 3,0 = 34 i233 0,159 231 
5 26. IIL. 0,626 3.0 Pe 37 9,25} 0,119; 233 

f 

Durchschnitt : 254 

G 117. XII. || 0,74 3.4. Curare 15 mg 2!), Std. 61 | 23.5 0.300 266 
7 17.XI1.|} 1,08 | 3,7 | Curare 15mg 2'/, Std. 60 | 35,4 0,708 185 
8 19.X11. 0.714) 3.5 Curare 15mg 2 Std. 60 | 28,2 248 (398) 
9 19X11. 1,02 | 3.5 > Curare 15mg 2 Std. 60 | 31,2 | 0,241 | (452) 
10 119. XII.410,63 | 3,2 Trim. 20 mg 3 Std. 62 | 24,0 | 0,375) 205 
11 19. XII. | 0,79 | 3,4 Trim. 20 mg 2! , Std. 57 | 25,0 | 0,486) 195 

12 117. XII. | 0,88 | 3,5 Trim. 20mg 3 Std. 60 | 31,8 | 0,624 178 
13 26. III. | 0,641 | 2,9 Trim. Smeg 38td. 34 | 13,3 0.241 160 
14 26. IIT. 0,585 3,0 Trim. Smeg 3 Std. 34 9.61 0,152 180 
15 26. III. 0,60 | 2.95 Trim. 8&mg 3!/, Std. 34 | 14.30 | 0,282 152 
Durchschnitt (Trimethyl): 179.5 


Die Curaresierung wurde teils mit Curare (l ccm 1°,ige Loésung 
auf 50 bis 75 g Frosch) teils mit Trimethyloctylammoniumjodid (8 bis 
20 mg auf 75g Frosch) vorgenommen. Mit Curare ergaben sich in 
2 Fallen sehr hohe, ganz herausfallende Koeffizienten, die offenbar 
auf fehlerhafter Milchsaurebestimmung beruhen, so daB hier ein Durch- 
schnittswert nicht berechnet ist. Dagegen zeigte sich in 6 gut tberein- 
stimmenden Versuchen mit dem Trimethylsalz eine deutliche Verkleine- 
rung des K,, (durchschnittlich 180 . 10°), die ein energetisches Aquivalent 
fiir die angenaherte Verdoppelung des Koeffizienten des Phosphagen- 
zerfalls unter gleichen Umstanden bietet. Auch hier laBt sich also das 
Konstantbleiben des isometrischen Warmekoeffizienten gut erklaren. 
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4. Der Zeitkoeffizient des Phosphagenzerfalls normaler und curaresierter 
Muskeln. 

Da es ohne EinbuBe in der Genauigkeit nicht leicht méglich ist, 
an den 0,5 bis 1 g schweren Muskeln Milchséure- und Phosphatumsatz 
gleichzeitig zu bestimmen, so wurde letzterer in getrennten Serien, 
aber unter den gleichen Bedingungen wie der Milchséureumsatz unter 
Registrierung der Spannungsleistung gemessen. Dafiir wurden hier 
simtliche Versuche bei genau 18° angestellt. Fiihrt man die Versuche 
in verschiedenen Jahreszeiten und mit verschiedenem Froschmateria] 
wiederholt aus, so ergeben sich weit gréBere Streuungen der K,- Werte 
wie in den bisherigen Versuchen von Nachmansohn, die die Variations- 
breite der Milchsaurekoeffizienten iibertreffen. Dies liegt nicht an 
Ungenauigkeiten der Messung, da der Ruhegehalt symmetrischer 
Muskeln gut iibereinstimmt!. Vielmehr sind verschiedene Faktoren, 
die zum Teil bisher gesetzmaBig nicht zu beherrschen sind, fiir die 
Schwankungen verantwortlich zu machen. LEiner dieser Faktoren 
ist, wie gemeinsam mit Nachmansohn gezeigt, die Erregungsgesch windig- 
keit, die in der Lapicqueschen Chronaxie gemessen wird?. Eine weitere 
Rolle spielt aber unzweifelhaft der Anfangsgehalt an Kreatinphosphor- 
siure. Je niedriger derselbe ist, um so geringer ist der Zerfall bei gleicher 
Spannungsleistung. Ferner wird der Zerfall immer dann gréBer, wenn 
gleichzeitig eine Veresterung bei der Tatigkeit erfolgt, wie es im Gefolge 
eines 5-Sekunden-Tetanus 6fters, aber nicht regelmaBig der Fall ist, 
und stets deutlich nach mehreren Tetani?. Dazu treten aber wohl 
noch weitere unbekannte Einfliisse. Dies wird leichter verstandlich, 
wenn man die Abnahme des ,Phosphagens bei der Kontraktion nicht 
als einen einfachen Zerfallsvorgang ansieht, sondern als die bilanz- 
maBige Differenz zwischen Zerfall und Resynthese, wobei zu der nach- 
triglichen Resynthese noch eine unsichtbare wahrend des Tetanus 
selbst hinzutritt, die durch den gleichzeitigen Zerfall kompensiert ist. 
Die von E. Lundsgaard aufgestellte Hypothese des Kreislaufs der 
Kreatinphosphorséure, der durch die Energie der Milchséurebildung 
ermoéglicht wird, hat viel Wahrscheinlichkeit fiir sich und entspricht 
der Hypothese des Kreislaufs der Milchséiure bei der Oxydation des 
Kohlenhydrats im Muskel. Wenn daher auch zwischen dem primaren 
Zerfall der Kreatinphosphorsiure und der Spannungsleistung ein 
engerer Parallelismus bestehen diirfte, wie er sich in jodessigsaure- 
vergifteten Muskeln zeigt, so hangt der Umfang der Resynthese jeden- 
falls von den genannten sekundéren Faktoren ab. 


1 D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 196, 73, 1928. 

2 O. Meyerhof, Naturw. 17, 283, 1929; D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 
213, 262, 1929. 

§ K. Lohmann, ebendaselbst 227, 39, 1930. 
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Mit den jetzt erhaltenen Zahlen erfahren die Durchschnittswerte 
des Koeffizienten, wie sie von Nachmansohn angenommen wurden, 
eine gewisse Korrektur in dem Sinne, daf sie bei normalen Muskeln 
groBer, bei curaresierten kleiner werden, so daB der Unterschied zwischen 
beiden Reihen sich nicht unwesentlich verringert, aber doch immer 
noch deutlich bleibt. Es ist wahrscheinlich, daB, wenn es gelingt, die 
iibrigen Faktoren besser zu beherrschen, bei extremer Curaresierung 
eine gréBere Einschrankung des Zerfalls resultiert, als sie in unseren 
jetzigen Serien bei groBen Streuungen der Werte gefunden wurde. 
Obendrein konnten wir die gréBten friiher verwandten Dosen von 
Trimethyloctylammoniumjodid (40 mg auf 50 bis 70g Frosch) nicht 
anwenden, da dann der schon in alteren Versuchen haufig beobachtete 
Spannungsabfall nahezu ausnahmslos eintrat. Bei der halben Dosis 
(27 mg auf 100g Frosch und 3 Stunden Einwirkung) konnten einige 
2-Sekunden-Tetani ohne Spannungsabfall erhalten werden, wahrend 
langere Tetani so auch nicht méglich wurden. Erst bei noch kleinerer 
Dosis (11 mg auf 100 g Frosch) blieb die Spannung regelmaBig konstant. 

Der von Nachmansohn! erhaltene Durchschnittswert des K, , 

15. 108 fiir einen 2-Sekunden-Tetanus normaler Muskeln erschien 
im Lichte der spateren Feststellung von Lundsgaard? aus unserem 
Institut schwer verstaéndlich, wonach ein fast ebenso groBer A, »-Wert 
von 12. 10% auch im jodessigsiurevergifteten Muskel ohne Milchsaéure- 
bildung vorkommt. Es hatte danach im unvergifteten Muskel ein 
energetisch fiir die Arbeitsleistung ausreichender Phosphagenzerfall 
und dazu noch eine itiberschiissige Bildung von Milchsaure auftreten 
sollen. Wir erhalten nun in den jetzigen Versuchen erheblich gréBere 
Durchschnittswerte fiir den K,, des 2-Sekunden-Tetanus bei 18°, 
nimlich 27. 106 bzw. 24 . 108, je nach der Berechnungsart, ob namlich 
mit dem direkten Mittelwert oder dem Mittel der reziproken Werte 
gerechnet wird. Bei Vernachlassigung eines ziemlich herausfallenden 
Wertes von 11,5 .10® wiirde der Durchschnittswert sogar noch héher 
werden. Das abweichende Resultat von Nachmansohn ist offenbar 
dadurch bedingt, daB von ihm in dieser Serie meist der Phosphagen- 
gehalt des Sartorius als Anfangswert benutzt wurde, der aber in der 
Regel héher ist als im Gastrocnemius. Es folgt somit, da schon beim 
Tetanus von 2 Sekunden der Phosphagenzerfall im Jodessigsaure- 
muskel betrachtlich vergr6éBert ist und daB demnach die Milchsaure- 
bildung den Zerfall um einen Betrag einschrankt, der sicher noch gréBer 
ist als der Umfang der nachtraglichen anaeroben Resynthese, so dab 
die Milchséurebildung schon wahrend des Tetanus einen gewissen Betrag 
von Phosphagen am Zerfall hindert, beziehungsweise resynthetisiert. 


1 Diese Zeitschr. 208, 239, 1929. 
2 Ebendaselbst 227, 51, 1930. 
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Tabelle XI. 
Zeitkoeffizient des Phosphagenzerfalls Kz», normaler Muskeln bei einem 
2-Sekunden-Tetanus bei 18° (1 bis 2 Minuten anaerober Erholung). 
a) Ruhewert, 
b) nach der Reizung. 





Muskel- | Muskel- ™gPhos- Jon. po 
Nr. Datum gewicht linge oo. abgeapaltes Spannung Kz): 106 
3 5 30 
1930/31 g em ‘Muskel — g 

la 4. ES. 0,727 1,088 

b | 0,709 3,3 0,762 0,326 1650 33,5 
2a L; XE. 0,760 1,232 

b 0.751 3.4 0,910 0,340 1700 34,0 
3a 21. III. 0,70 1,397 

b 0.71 2,9 0,920 0,454 1700 22 
da 21. III. 0,71 1,383 

b 0,72 3,0 1,000 0,380 1700 27 
5a | 21. II. | 0,68 | 1,443 

b | 0,71 29 0,495 0,91 1800 11,5 
ba 24. III. 0,89 1,277 

b 0,85 3,15 0,880 0,485 1850 24,0 
7a 24. III. 0,70 1,446 

b 0,72 3,1 1,194 0,250 1600 39.5 

Durchschnitt : 24 (27) 


In ahnlicher Weise vergréBert sich auch der durchschnittliche 
K, p-Wert fiir einen 5-Sekunden-Tetanus. Wir finden ihn zu 47,5 . 106 
bei Schwankungen von 31 .10® bis 67 . 10° in 15 Versuchen, wahrend 
sich friiher bei der noch weniger vollkommenen Verarbeitungsmethode 
durchschnittlich 32 . 10° (zwischen 21 . 10° und 50. 10°) ergeben hatte. 
Der durch das Absinken des K, mit der Tetanusdauer hervorgerufene 
EinfluB auf die isometrische Warme mu8 daher ziemlich gering sein. 
Allerdings erfolgte ja auch eine Zunahme des K,-Wertes der Milchsaure 
mit der Dauer des Tetanus von 2 auf 5 Sekunden. Bei 18° wurde der 
letztere Wert jetzt nicht neu bestimmt, friiher hatte sich 50 bis 60 . 10° 
dafiir ergeben. Doch muB man auch hier bedenken, daB der isometrische 
Warmequotient gerade bei Tetani starke Schwankungen zeigt, so daB 
mdglicherweise auch dieses Resultat mit den energetischen Messungen 
nicht unvereinbar ist. 





Zum Vergleich wurde der Zeitkoeffizient nach Curaresierung 
bestimmt, fiir 2-Sekunden-Tetani nach Einwirkung von Trimethyl- 
octylammoniumjodid, das in den Lymphsack eingespritzt wurde, mit 
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Tabelle XII. 


a) Ruhewert, 


b) nach der Reizung. 


bildung und Kreatinphosphorsaurespaltung des Muskels. 


5-Sekunden-Tetanus von 18° (1 Minute anaerober Erholung). 


) normaler Muskeln bei einem 
*) 





ba 
b 


a 


b 


Sa 


Ya 
b 


10a 
b 


lla 
b 


12a 


b 


13a 
b 


l4a 
b 


lda 
b 


Datum 


1931 


19. 


oR 


I. 


Muskel- 
gewicht 


~ 


0,512 
0,505 


0,536 
0,525 


0,956 
0,942 


0,828 
0,823 


0.57 
0,59 


0,52 
0,50 


0.58 
0,565 


0,52 


Muskel- 
lange 


em 


3,0 


to 
x 


mg 


Phi S- 


phagen- 
Po. Os pee g 


“Mus 


40 


017 
.615 
.365 


81 


ou 


67 


mg H,P0, 
abgespalten 
absolut 


0,38 


0,321 


0,562 


0.50 


0,50 


0.28 


0,326 


0,412 


0.510 


0,630 


0,82 


0,335 


0,53 


0,53 


Durchschnitt : 


Spannung 


£ 


1200 


1250 


2200 


1600 


1550 


1150 


1020 


1310 


1360 


1260 


L800 


1350 


1260 


1480 


1400 


A 


zp 106 
16 
56,7 
67 
7 
a4 
$4 
17,5 
43,5 
31,5 
39.0 
6,5 
61 
410.5 
41,5 
47,5 
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Einwirkungsdauer von 3 bis 5 Stunden bis zur Tétung, fiir 5-Sekunden- 
Tetani nach Einspritzung von Curare. Wir benutzten 10 mg Curare fiir 
etwa 50 bis 70 g schwere Frésche (die 500fache Grenzdosis) mit zwei- 
stiindiger Einwirkung. Um bei verschlechterter Atmung und Kreis- 
lauf keine Anaerobiose aufkommen zu lassen, blieben die Frésche in 
Sauerstoff. Der Phosphagenanfangsgehalt war dann normal. 


Tabelle XIII. 

Zeitkoeffizient des Phosphagenzerfalls K, p von mit Trimethyloctyl- 
ammoniumjodid vergifteten Muskeln bei einem 2-Sekunden-Tetanus bei 18° 
(1 bis 2 Minuten anaerober Erholung). 

a) Ruhewert, 
b) nach der Reizung. 





mg 
i ' mg 
Trim. r% skel-| Mus mg Phos- ; 
‘ Wirkungs- |Muskel-| Muskel- H. PO Span- 
so: poeee'y dauer gewicht) linge Nace *ab- nung 
ose ae at 5 0 ee on | 
einge- on, ae. Mu Kel ctr 
1930/31  spritzt abs 


1. X11. 
0,069 | 1300 


ee oie 
0,162 1300 
0,163 1450 


4 Std. ? 
Eisschrank 58 3,: b 0.169 | 1500 


5 Std. ,f 
Kisschrank | 0,6 3.3 23 0,300 1400 


31/, Std. - . 
O,11% 1700 


33/, Std. 
1650 


Durchschnitt : 


0,186 


3 Std. 
0,81 3, 0,225 | 1750 | 


3 Std. 0,60 
0,61 | 2, 27 1500 


31/, Std. 


0,7: 
0,7: 3, 0,272 1500 


4 Std. 0,69 
0,69 3, 0,242 1700 | 


Durchschnitt : .| 
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Der AK,-Wert eines 2-Sekunden-Tetanus nach Einwirkung des 
Trimethylsalzes ergibt sich fiir die hdheren Konzentrationen desselben 
im Mittel zu 57.108, bei den niedrigen Konzentrationen zu 38 . 108 
statt dem bei der gleichen Berechnungsart gefundenen Mittel normaler 


Tabelle XIV. 
Zeitkoeffizient des Phosphagenzerfalls (Kz) curarevergifteter Muskeln 
bei 5-Sekunden-Tetanus von 18° mit (und ohne) anaerobe Restitution. 
a) Ruhewert (in Versuchen 3, 4 und 5 im Sartorius bestimmt), 
b) nach 2 Minuten Restitution, 
c) ohne Restitution. 





I | } K 106 
Muskel- | Muskel-| ™g Phos- | mg H, PO,) Span- | od 
Nr. Datum gewicht linge ,phagen- abgespalten| nung 
P205 prog absolut ohne mit 
1930/31 g om Muskel g Erholung Erholung 
la 6. XII. || 0,579 1.086 
b 0,556 3,1 O.877 0,165 1750 170 
2a 5. XII. || 0,555 1.328 
b 0,543 3.25 1,007 0,245 1800 124 
3a || 10. XII. || 0,290 1,238 
b 0,609 3,4 0,996 0,199 1350 | 115 
¢ 0,568 0.611 0.515 1300 43 
fa || 10. XII. | 0,207 1,682 
b 0,468 3,2 1,227 0.31 1050 
c 0,500 4 0.775 0.617 1100 2g 54. 
5a 10. XID. (0,285 1,642 
b 0,602 | 3,2 1.113 0,442 1400 51 
c 0,595 0,750 0,743 1450 31 
6a || 12. XII. || 0,58 1,485 
b 0,58 3.3 1,087 0,322 1300 : 67 
7a || 12. XII. || 0,67 1,528 
b 0,66 3,2 1,058 0,435 1500 5D 
8a | 12. XII. | 0,69 0,963 
b 0,65 3.3 0,772 0,167 1250 123 
9a || 12. XII. || 0,635 1,425 
b 0,63 3,2 1,086 0,297 1500 84 
10a 17. I. 0,685 1,167 
b 0,66 3,0 0,78 0.314 1500 74,5 
lia | 17. I. 0,575 1.60 
b 0,565 2.8 1,19 0,324 1400 67 


Durchschnitt : 90,0 
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Muskeln von 24. 10°, bei 5 Sekunden-Tetani und hohen Curaredosen 
zu 90.10% statt 47.10% Beide Male traten erhebliche Schwankungen 
innerhalb jeder Serie im Verhaltnis von 1:3 auf. In einzelnen Fallen 
wurde auch die anaerobe Resynthese bestimmt, die, wie schon friiher 
beobachtet, in curaresierten Muskeln sehr gro} ist. Wiirde man diese 
Versuche wegen des wenig zuverlassigen, im Sartorius bestimmten 
Anfangswertes fortlassen, so ware das fiir den Mittelwert des K, von 


geringem EinfluB. 


5. Der isometrische Koeffizient des Phosphagenzerfalls bei Einzelzuckungen. 

Bei dem starken Gang des Koeffizienten mit zunehmender Er- 
miidung wurden die Versuche getrennt in solche mit 30 bis 45 Zuckungen 
und etwa 15 bis 20kg Spannung pro 1 g Muskel und fiir 60 bis 65 
Zuckungen entsprechend 25 bis 35kg Spannung pro Gramm (18°). 
Bei der geringeren Zuckungszah]l ergab sich in normalen Muskeln 88, 
mit Trimethylsalz 134; bei 60 bis 65 Zuckungen normal 128, mit 
Curare 170, mit Trimethylsalz 206. Der EinfluB der Curaresierung 
ist hier also etwas schwacher als bei der tetanischen Kontraktion, 
aber der Unterschied bei beiden nicht so groB, wie er in den Versuchen 


Tabelle XV. 


Isometrischer Koeffizient des Phosphagenzerfalls normaler Muskeln bei 18° 
und bei geringer Zuckungszahl. 





mg Phos- mg 
Muskel-|Muskel-- Zahl | © kg | phagen-P,0, Hy PO, 
Datum gewicht| linge der Span- pro g Muskel ab- Km p 
Reize | nung — gespalten 
g em vorher nachher absolut 


1931 | 0,96 3,0 10.5 
1931 | 0,65 3,0 32 12,6 
1931 = 0,78 2.9 : 93 
1931 | 0,82 3. 11,14 
. 1931 0,52 3, 10,3 
3, 
2, 
2, 


025 | 0,765, 0,340 
,423 | 0,955 | 0,422 
508 | 1.074) 0,458 
390 | 0,848 0,625 
412 | 1,051 0,262 
290 | 0,960 0.395 
,247 | 0,895 0,283 
B10 | 0.997 0.309 


.1931 | 0.86 3 | 15,0 
1931 | 0,58 9 | 3 13,0 
1931 | 0,69 : 13,5 


Durchschnitt : 


0,739 0,401 
0,88 0,385 
0.610 0.686 
0.805 0,608 
0,720 0,610 
0,943 0,613 
1,104 0,468 
0.80 0.341 
0.83 0,632 


1930 

1930 
. 1931 
I. 1931 
. 1931 
. 1931 
. 1931 
. 1931 
. 1931 


‘ in tk ee Os A be 
iow ee DO a) 


Durchschnitt : 
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Tabelle XVI. 


sl 


Isometrischer Koeffizient des Phosphagenzerfalls curaresierter Muskeln bei 18° 


und geringer Zuckungszahl. 





[Cur. = etwa 20 mg Curare (Lapicque) eingespritzt auf 100 g Frosch, 
Trim. = 27 mg Trimethyloctylammonium)jodid eingespritzt auf 100 gFrosch.] 
Mus- Phosphagen- |__™& 
kel- rkg P205 prog HsP% | 
Nr. Datum - Span- Mus el abge- Km p 
wicht nung ||___. __|| Spal- - 108 
vor- | nach- | ten ab- 
g her her | Solut | 
1 17. IM. 1931 Cur. 24/, Std. 0,70 11,1 | 1,88 {1,16 0,217; 158 
2 17. 11.1931) , 8 0,78 12,4 1,11 |0,695 0.454 82,2 
3 | 15. XII. 19380); 0,735 27,1 0,954 0,586 0,376 230 
4 || 15. XII. 1930), ,, 0,59 15.0 1,485 1,02 0,382) 125 
5 || 17. X11. 1930) , 0,84 23,0 0,987.0,59 0,406) 199 
6 19. XII. 1930) , 0,68 19,5 1,805|0,92 0,362 178 
7 19. X1I.1930, , 0,91 24,0 1,14 0,76 0,485) 173 
8 17. XII. 1930) , 0,76 26,0 | 1,136 0,747 0,64 | 147 
Durchschnitt: | 170 
9 17. IIT. 1931 0,88 10,8 | 1,196 0,995 0,247, 127 
10 | 17. IIT. 1931 0,92 16,6 | 1,335 0,83 (0,660 75 
11 10. 1.1931 0,975 3, 22.8 | 1,347 1,095 0,390 198 
12/10. 1.1981 0,66 12,8 | 1,602 1,244 0,383; 119 
13 26. III. 1931 
0,674 9,63 | 1,439/ 1,193 0,242 119 
14 26. IIT. 1931 
0,555) 2 12,9 | 1,500 1,265 0,189, 205 
15 26. III. 1931 
0,55 12,4 | 1,492 1,301 0,156) 236 
Durchschnitt: 134 
16 15. XII. 1930)Trim.3 Std. 0,62 3,3 27,0 |1,291/0,912'0,326' 301 
17 || 15. X1I.1930) , 8 0,64 3,3 30,0 |0,892 0,405 0,484 228 
18 || 15. X11.1930) , 3 , (0,59 |33 29,5 1,262 0,677 0,480 203 
19 || 15. X11.1980) , 3 , (0,65 | 3,0 27,0 1,242'0,879 0,330 245 
20 || 17. X1I.1980)} , 3 , (0,75 |38,4 29,0 |1,40 0:92 0,501 197 
21 |19. X1I.1930) , 3 ,, (0,635) 3,4 26,1 1,48 0,92 0493 176 
22 |19. X17.1980; ., 2%, , 0,63 | 3,7 30.5 1,51 0,98 0,465 243 
23 19. X1I.1980) , 6 , |0,66 |3,1 28,1 | 1,801) 1.224 0,072 1220 
24 515. 1.1981 » OY, , |0,66 | 3,1 223 0,95 0,62 0463 152 
2515. 1.1931 » ON, , (0,56 | 2,8 18,2 0,833 1,197 0,348 146 
26 16. 1.19381 » B/, , (0,63 | 3,05 18.2 1,583/1,094 0,435 128 
27 16. 1.1931 » By , (0,74 | 3,05 24.8 1,615'1,.277 0,348 218 
Durchschnitt: 206 


von Nachmansohn gefunden war. Da nun die Milchsdurekoeffizienten, 
wie erwahnt, bei Einwirkung von Trimethylsalz eine geringe Ver- 


kleinerung erfahren, so ist damit 
hier zwischen myothermischen 


bestehen schien. 


Biochemische Zeitschrift Band 236. 
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6. Versuche in Sauerstoff. 

Die oben behandelte Frage, ob bei geniigender Sattigung der 
Muskeln mit Sauerstoff méglicherweise das intermediaére Auftreten 
von Milchséure unterbleibt und die Oxydation dann unmittelbar fiir 
die Resynthese des Phosphagens dient, kann auch durch Messung 
dieses Zerfallsprozesses in Sauerstoff und Stickstoff bei tetanischer 
Kontraktion entschieden werden. Bleibt namlich die Milchsaurebildung 
aus, so miiBte zur Lieferung der nétigen Energie ein erhéhter Phos- 
phagenzerfall stattfinden, der dem jodessigsdurevergifteter Muskeln 
bei gleicher Temperatur entspraiche. Besonders groB sollte in diesem 
Falle der Unterschied in curaresierten Muskeln sein, da, wie Lunds- 
gaard gezeigt hat, wenn hier durch Jodessigsdéure die Phosphagen- 
resynthese beseitigt ist, der Zerfall ebenso groB ist wie bei nicht curare- 
sierten Muskeln. Wenn daher der Sauerstoff die Milchséiurebildung 
verhindert, so miibte am SchluB des Tetanus bzw. vor Einsetzen der 
Erholungsoxydation unter diesen Umstanden ein betrachtlicher Unter- 
schied im Phosphagengehalt aerober und anaerober Muskeln vorhanden 
sein. Aus diesem Grunde wurde in 4-Sekunden-Tetani bei 2 bis 4° 
der Phosphagenzerfall in curaresierten Muskeln gemessen, teils derart. 
daB sich die symmetrischen Muskeln in sauerstoffgesattigter und 
sauerstofffreier Ringerlésung befanden und im Moment der Erschlaffung 
gefroren wurden, teils wurden die K,,-Werte nach 30 Sekunden Re- 
stitution unter gleichen Umstanden bestimmt. Schon die Versuche 
der ersten Art zeigten, daB in Sauerstoff nicht mehr, sondern eher 
etwas weniger Phosphagen zerfallt als in Stickstoff. Der geringe Unter- 
schied kann auf den Zerfall in der anaeroben Vorperiode bezogen werden. 
Bei den Bestimmungen des K,-Wertes wurde davon ausgegangen, 
daB yin der Erholungszeit von 30 Sekunden bei 4° die anaerobe Re- 
synthese, wenigstens zum gréBten Teil, beendet sein wird, die oxydative 
Restitution aber jedenfalls noch nicht meBbar eingesetzt hat. In einer 
nicht sehr groBen Zah] von Bestimmungen wurde hier fiir den K, »-Wert 
eines 4-Sekunden-Tetanus in normalen Muskeln 50.10%, in curare- 
sierten zwischen 65 und 80 . 10° erhalten, und zwar gleich in Sauerstoff 
wie in Stickstoff; méglicherweise ist die anaerobe Resynthese noch 
nicht beendet gewesen, so daB beide Koeffizienten etwas zu klein sind. 
In jodessigséurevergifteten Muskeln bei 2 bis 4° ergab sich dagegen 
im 4-Sekunden-Tetanus ein K-,, von 25 und 32.10® (2 Versuche), 
und zwar in Sauerstoff bei Gefrieren im Moment der Erschlaffung. 
(In der Arbeit Lwndsgaards ist nur eine Bestimmung bei 4° mit 3 Tetani 
von 2 Sekunden und dem K,, von 21 .10® enthalten.) Ein solcher 
Koeffizient ware demnach in normalen oder curaresierten Muskeln 
in Sauerstoff zu erwarten gewesen, wenn der primare Phosphagen- 
zerfall hier erst durch die oxydative Restitution, aber nicht schon durch 
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intermediare Milchsaurebildung riickgangig gemacht werden kénnte. 
Wegen der verhaltnismaBig geringen Zah] der Sauerstoffversuche sei 
auf eine tabellarische Wiedergabe verzichtet. Sie reichen jedoch in 
Verbindung mit den oben wiedergegebenen A,,-Bestimmungen in 
Sauerstoff aus, um die erérterte Méglichkeit auszuschlieBen. 


Zusammenfassend 14Bt sich sagen, daB wesentliche Diskrepanzen 
zwischen den chemischen und energetischen Messungen durch die vor- 
liegende Arbeit beseitigt sind. Zweifellos ist der Verlauf der K,,,- und 
Km ,-Werte bei fortschreitender Ermiidung gut reziprok, zumal wenn 
man beriicksichtigt, daB die Energie der Kohlehydratspaltung etwa 
doppelt so groB ist wie die der Phosphagenspaltung, und da daher 
fiir eine energetische Aquivalenz sich der Phosphagenkoeffizient um 
den doppelten Betrag andern muB als der Milchsdurekoeffizient. Diese 
Regel scheint ebenso fiir curaresierte wie fiir normale Muskeln zu gelten. 
Es erscheint verfriiht, die Energiekonstanz im Verlauf der Ermiidung 
auf Grund der K,,-Werte zahlenmaBig zu berechnen. Sie ergibt sich 
tatsichlich annéihernd auf Grund des oben angenommenen Wertes 
von 270cal fir Milchsdurebildung plus Entionisierung und 120 cal 
fiir die hydrolytische Spaltung der Kreatinphosphorsaéure (ohne Be- 
ricksichtigung der hier eintretenden Reaktionsanderung), wenn sich 
der Km» von dem Ausgangswert von 88 bei etwa 40 Reizen bis zu dem 
von 375 bei extremer Ermiidung! verandert und gleichzeitig der Km, 
von 255 auf 115. 

Ferner ist der K,,-Wert normaler Muskeln selbst bei kurzen 
Tetani erheblich gréBer als bei aufgehobener Milchsaéurebildung, so 
daB nicht, wie es friiher schien, hier eine tiberschiissige Milchsiure- 
bildung auftritt ohne entsprechende Einschrankung des Phosphagen- 
zerfalls. SchlieBlich ist die Milchséurenachbildung nach der Kontraktion, 
wie wir sie jetzt in Bestaétigung der alteren Angaben von Embden 
finden, ausreichend, um die endotherme Resynthese des Phosphagens 
zu erméglichen und noch einen gewissen tiberschiissigen Betrag, ent- 
sprechend der anaeroben Restitutionswirme von Hartree und Hill 
zu liefern. Vorlaufig nicht im Einklang mit den Warmemessungen 
ist die zu geringe Milchséurebildung in Tetani von 10 Sekunden 
Dauer (18°), doch muB man bei den Schwankungen, die alle in Betracht 
kommenden isometrischen Koeffizienten zeigen, auf diesen Umstand 
kein allzu groBes Gewicht legen. 


Auf der anderen Seite ergibt sich mit Sicherheit, daB in normalen 
Muskeln auch in Sauerstoff Milchséure stets intermediar auftritt und 
daB es infolgedessen berechtigt ist, die initiale Warme im aeroben und 


1 PD. Nachmansohn, diese Zeitschr. 196, 79, 1928. 
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anaeroben Muskel auf genau die gleichen Vorgange zu beziehen und 
den Uberschu8 der oxydativen iiber die anaerob verzégerte Warme auf 
den oxydativen Schwund der Milchsdéure zu verrechnen in Verbindung 
mit der oxydativen Resynthese desjenigen Teils der Kreatinphosphor- 
siure, die nicht anaerob resynthetisiert worden ist. Insoweit bleibt 
also die bisher von uns gegebene Deutung der beiden Phasen der initialen 
und verzégerten Warme ungeandert und wird auch nicht von dem 
Umstand betroffen, daB infolge der endothermen Synthese des Phos- 
phagens die Milchséurebildung sich tiber einen langeren Zeitraum er- 
streckt als die initiale Warme selbst. Diese ist, zuziiglich der an- 
aeroben Restitutionswarme ein Ma8B fiir den Umfang der beiden ge- 
nannten Spaltungsvorgaénge, auch wenn noch weitere Prozesse zur 
Erklarung der gesamten Warmeténung benétigt werden. Auch hier 
muB darauf hingewiesen werden, daB Zwischenreaktionen, wenn sie 
innerhalb des der Warmemessung unterliegenden Zeitraums wieder 
riickgangig gemacht werden, in der Energiebilanz nicht auftreten, 
und daB es ein Irrtum ist, wenn auf Grund solcher festgestellten 
oder vermuteten Zwischenreaktionen eine Anderung der energeti- 
schen Bilanz gegeniiber der bisherigen Deutung in Betracht gezogen 
wird. Man sieht dies leicht ein, wenn man bedenkt, daB sich 


Spannung X Muskellinge 


ja die Konstanz des Verhialtnisses von — CTY os eg 
initiale Warme 


fiir Einzelzuckungen tatsachlich berechnen ]4Bt aus dem hierbei erfol- 
genden bilanzmaBigen Umsatz von Kreatinphosphorsaure und Milchsaure, 
wofiir allein maBgebend ist, daB bei Einzelzuckungen die anaerobe 
Warme wenigstens zu 90°, in die initiale Phase fallt. 


Zusammenfassung. 


Die vorliegende Arbeit beseitigt einen Teil der Unstimmigkeiten, 
die zwischen den chemischen und myothermischen Messungen an 
normalen Muskeln vorlagen, durch Untersuchung der isometrischen 
Koeffizienten der Milchséurebildung und der Kreatinphosphorsaure- 
spaltung fiir kurze Tetani und kurze Serien von Einzelzuckungen. 


1. In Ubereinstimmung mit Embden und Lehnartz ergibt sich, 
daB bei maximaler Kontraktion auch bei indirekter Reizung in 
einem kurzen Tetanus ein betrachtlicher Teil der Milchséiure nach der 
Erschlaffung entsteht, und zwar unabhangig von der Temperatur 
(4 und 18%). 

2. Die Milchséurebildung innerhalb des Tetanus und die unmittel- 
bar nachfolgende ist in einem sauerstoffgesattigten Muskel ebenso 
groB wie in einem anaeroben, so daB die intermediire Rolle der Milch- 
siure beide Male dieselbe ist. 
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3. Entsprechend der Nachbildung sind die Zeitkoeffizienten 
der Milchsaéure (K,,) verschieden, je nachdem, ob der Muskel mit 
oder ohne 2 Minuten langer Restitution verarbeitet ist. Beide Male 
sind sie bei 18° bei Tetani von 1 und 2 Sekunden kleiner als fiir langere, 
was wenigstens zum Teil auf den Faktor, der fiir die Energieerzeugung 
der Spannungsentwicklung verantwortlich ist, beruht. Der Am ,-Wert 
fir Einzelzuckungen ist vom Reizintervall unabhangig, dagegen bei 
kurzen Serien sehr abhangig von der entwickelten Gesamtspannung 
bzw. der Reizzahl. Er betragt durchschnittlich fiir 30 bis 60 Reize 
255 . 108 statt 150. 106 fiir mittlere Grade von Ermiidung (120 Reize) 
und etwa 115. 10° fiir komplette Ermiidung. Bei hochgradiger Curare- 
sierung mit Trimethyloctylammoniumjodid ergibt sich der Ky, fir 
kurze Reizserien kleiner, namlich zu 180 . 10°. 

4. Der K,-Wert des Phosphagenzerfalls ist in curaresierten Muskeln 
deutlich erhéht, doch ist der jetzt gefundene Unterschied geringer, 
als es nach der friiheren Arbeit von Nachmansohn der Fall war. Ferner 
ist fiir kurze Tetani (2 Sekunden) der Phosphagenzerfall des normalen 
Muskels bereits erheblich eingeschrankt gegeniiber einem mit Jodessig- 
siure vergifteten Muskel bei aufgehobener Milchsaurebildung (im 
ersteren Falle K, = 24.108, im letzteren nach Lundsgaard 12. 10°). 
Auch hier beseitigt also, was auf Grund der friiheren Daten nicht der 
‘all zu sein schien, die Milchsdure einen erheblichen Teil des Phos- 
phagenumsatzes. Die K,,-Werte fiir Phosphagen steigen mit zu- 
nehmender Zuckungszahl reziprok zu den abfallenden Koeffizienten 
der Milchséure an. Die Erhéhung des Ky, p des curaresierten Muskels 
ist etwa der Verringerung des K,,,-Wertes an demselben Muskel ener- 
getisch aquivalent. 

5. Der Sauerstoff ist ebenso wie auf die Milchsaurebildung auch 
auf den Phosphagenzerfall innerhalb des Tetanus ohne EinfluB. Die 
Vorgange in der initialen Phase des normalen Muskels sind also, wie es 
auch bisher angenommen wurde, in An- und Abwesenheit von Sauerstoff 
die gleichen. 

Nachtrag. 

Nach Niederschrift der vorliegenden Arbeit sandte uns Herr 
E. Lundsgaard freundlichst die Korrekturbogen einer von ihm in Kopen- 
hagen gleichzeitig mit der unserigen angefertigten Untersuchung, die 
das Verhaltnis der isometrischen Koeffizienten von Milchsaure und 
Phosphagen in normalen Muskeln bei fortschieitender Ermiidung zum 
Gegenstand hat und sich mit dem betreffenden Teil unserer Arbeit 
in der Fragestellung wie in den Ergebnissen deckt. Lundsgaard findet, 
unter Verwendung der von uns geiibten Methoden, die gleichen K,,,- 
und K,,-Werte wie wir, insbesondere auch fiir den Tetanus von 2 Se- 
kunden den gleichen K, p (30 . 10%); ebenso auch den gleichen Umfang 
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der anaeroben Nachbildung der Milchséure; indem er an denselben 
Muskeln Milchséure und Phosphagen fiir verschieden lange Serien von 
Einzelzuckungen bestimmt, ergibt sich ihm der aus dem chemischen 
Umsatz berechnete Warmekoeffizient (unter Benutzung der oben an- 
gefiihrten Zahlen) auffallig gut konstant. Dasselbe gilt auch fiir die 
Milchséurenachbildung im Verhaltnis zur Phosphagenresynthese. Die 
einzige Differenz besteht in der GréBe des K,,-Wertes fiir den 2-Se- 
kunden-Tetanus (im Mittel 60 statt 36), doch kann dies sowohl! an der 
nicht genau definierten Temperatur in seinen Versuchen wie an dem 
anderen Froschmaterial (Eskulenten statt Temporarien) liegen und 
ubertrifft nicht die Schwankungsbreite in den Einzelbestimmungen dieser 
Koeffizienten. Wir méchten daher auch mit seinen SchluBfolgerungen 
iibereinstimmen und diese nur etwas zuriickhaltender formulieren, denn 
die Energiebilanz des tatigen Muskels ist noch nicht vollstandig mit 
den beiden hier studierten Spaltungsvorgangen und den sie begleitenden 
physikalisch-chemischen Vorgangen erklart. 
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Zur Kenntnis pflanzlicher Gummiarten’. 


Von 


Fritz Weinmann. 


(Aus dem Institut fir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie der 
Universitét Breslau.) 


(Eingegangen am 7. April 1951). 


Die Pflanzengummen sind seit langem Gegenstand zahlreicher 
technologischer, chemischer sowie pflanzen- und _ tierphysiologischer 
Untersuchungen”. Jedoch wurde die gegen Ende des vorigen Jahr- 
hunderts durch O'Sullivan, Scheibler und Tollens begonnene Erforschung 
ihrer sauren Spaltstiicke inzwischen nicht wesentlich geférdert. 


Zwar hatte schon Tollens die Ansicht ausgesprochen, im Gummi miisse 
d-Glykuronsdure vorkommen. Seine Vermutung stiitzte sich aber nicht 
auf die Isolierung oder den eindeutigen Nachweis dieser Substanz, sondern 
lediglich auf unspezifische Gruppenreaktionen, welche von vielen anderen 
Aldehydséuren ebenfalls erhaltlich sind. Dazu kam, da  inzwischen 
F. Ehrlich* und Mitarbeiter aus Pektinstoffen und anderen pflanzlichen 
Intercellularstoffen ein Isomeres der d-Glykuronsaéure, namlich d-Galak- 
turonsdure, isoliert hatten. \ 

Neuerdings’ gab die serologische Bedeutung der Kohlenhydratséuren® 
Veranlassung, die Untersuchung von Spaltstiicken der Gummiarten 
intensiver zu betreiben. Cretcher und Butler® teilten mit, daB die 
Zusammensetzung der ,,Akaziengummiséure‘‘ seinerzeit von O’Sullivan 
verkannt worden war und da8B diese Substanz ein Disaccharid ist, welches 
aus einer Aldose und einer Uronséure besteht. 


1 Friihere Angaben dariiber siehe B. 62, 1637, 1929, 

2 Vgl. die Literaturangaben in: Ullmann, Enzykl. d. techn. Chem., 
II. Aufl., sowie in J.v. Wiesner, Die Rohstoffe des Pflanzenreichs, 1V. Aufl., 
1, 1927. 

3 J. H. Mandel u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 148, 1908. 

4 Chem. Ztg. 41, 200, 1917; vgl. die zusammenfassende Darstellung in: 
Cellulose-Chem. 11, 140, 1930; F. Ehrlich u. v. Sommerfeld, diese Zeitschr. 
168, 263, 1926; F. Ehrlich u. F. Schubert, ebendaselbst 169, 13, 1926; B. 62, 
1974, 1929; F. Ehrlich u. A. Kosmahly, diese Zeitschr. 212, 162, 1929. 

5 Vgl. die zusammenfassende Darstellung durch C. Landsteiner, Natur- 
wissensch. 18, 653—659, 1930. 

6 L. H. Cretcher u. C. L. Butler, Science 68, 116, 1928; Chem. Centralbl. 
1928, II, 2566. 
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Dann konnte ich feststellen, daB der Grundkérper dieses Gummis 
aus d-Galaktose und d-Glykuronsdure besteht, und beide Komponenten 
isolieren. Dabei wurde die Glykuronsaure in so betrachtlichen Ausbeuten 
kristallisiert erhalten, daB die Pflanzengummen als wohlfeiles Ausgangs- 
materia] fiir diese bisher schwer zugangliche Verbindung herangezogen 
werden konnten!. Dieser Befund war iiberraschend, nachdem eine 
Isolierung von Glykuronsaure aus Gummiarten bisher immer miblungen 
war und da auch in den neuesten Arbeiten? die Glykuronsaéure mit 
Riicksicht auf die starke Zersetzung des Reaktionsgutes in Form von 
Derivaten abgetrennt und identifiziert wird. 

Der von mir beschrittene Weg beruht auf den in der Zucker- 
chemie tiblichen Methoden und dhnelt im Prinzip der Arbeitsweise, 
welche F. Ehrlich und K. Rehorst® bei ihren Untersuchungen iiber 
Glykuronsaéure aus Harn und Saponinen anwandten. Die besonderen 
Kunstgriffe, durch welche ich dem eigenartigen Verhalten des Gummis 
begegnete, sind im Versuchsteil genau beschrieben. 


Meine Beobachtungen am linksdrehenden Gummi arabicum, des 
D. A. B.6 (sogenannter Cordofangummi), setzte ich an Vertretern 
der wichtigsten anderen Gummiklassen‘ fort. 

Von den rechtsdrehenden Gummi arabicum-Arten suchte ich den 
sogenannten ,,Geddahgummi“ zu erhalten, welcher seinerzeit von 
O'Sullivan mit augenscheinlich revisionsbediirftigen Ergebnissen unter- 
sucht worden war. Die Bezeichnung ,,Geddahgummi* bedeutet jedoch 
heute lediglich eine Angabe der Qualitét und unter diesem Namen 
begegnet man jetzt nirgends mehr einer Ware, auf welche Sullivans 
Beschreibung paBt*. Am besten stimmt zu seinen Angaben jener 
rechtsdrehende Gummi arabicum, welcher unter der Bezeichnung 
,Gummi arabicum Gezireh“ in groBen Mengen von der Textilindustrie 
verbraucht wird. 

Bei der Spaltung dieses Gezirehgummis erhielt ich eine Aldobion- 
siure, die wie beim Cordofangummi aus d-Galaktose und d-Glykuron- 
sdure besteht, aber die Glykosidbindung an anderer Stelle tragen muB. 
Sie ist etwas schwerer hydrolysierbar, und damit hangt es zusammen, 


1 Vortrag, Chemikertagung, Breslau, 22. Mai 1929; B. 62, 1637, 1929. 
(Physiologische Untersuchungen mit aus Gummiarten gewonnener Glykuron- 
séure werden demnachst von anderer Seite bekannt gegeben. ) 

2 Strukturbestimmung der Galaktoglykuronséure siehe C.L. Butler 
u. L. H. Cretcher, Journ. Amer. chem. Soc. 51, 1519, 1929; Chem. Centralbl. 
1929, II, 298; M. Heidelberger u. F. E. Kendall, Journ. of biol. Chem. 84, 
639 — 653, 1930; Chem. Centralbl. 1980, I, 2542. 

3 B. 58, 1989, 1925; 62, 519, 628, 1929. 

# Den Firmen Gehe & Co., A.-G., Dresden, und A. Gétze Nachf., Ham- 
burg, bin ich fiir Materialproben bzw. Informationen zu Dank verpflichtet. 








mis 
iten 
iten 
igs- 
gen 
‘ine 
gen 
mit 
yon 


er- 


ber 
ren. 
nis 


des 
rn 


len 
on 
er- 
ch 
en 
ns 
1er 


rie 


m- 
mn- 


yn - 
ler 


bl. 
34, 


m- 





Pflanzliche Gummiarten. 89 


daB sich Gezirehgummi fiir eine praparative Gewinnung von Glykuron- 
séure wenig eignet. Man erhalt zwar reine Substanz, aber schlechte 
Ausbeuten. Dagegen ergab einheimischer Kirschgummi — ein Ver- 
treter der ,,cerasinhaltigen Gummiarten‘* — trotz seiner schweren 
Hydrolysierbarkeit gute Ausbeuten an besonders reiner Glykuronsaure. 

Somit wurde aus Reprasentanten der eigentlichen Gummiarten 
bisher als einzige Aldehydsiure von mir Glykuronsaure isoliert. Hin- 
gegen konnten andere Autoren! aus selteneren Gummen lediglich 
d-Galakturonsaéure abtrennen. 


Aus Tragant, der allerdings nicht zu den eigentlichen Gummiarten 
gehort, habe ich reine d-Galakturonsaure isoliert, wodurch ihr indirekter 
Nachweis durch F. Ehrlich? und van der Haar* seine Bestatigung 
findet. Jedoch gewann ich hier Anhaltspunkte fiir die Anwesenheit einer 
zweiten Aldehydsaure. Nach meinen Feststellungen enthalten iibrigens 
auch die eigentlichen Gummiarten Methoxylgruppen, wie dies v. Fellen- 
berg* bereits fiir Traganth nachgewiesen hatte. 


Den bekannten Eigenschaften der reinen d-Glykuronséure ist 
hinzuzufiigen, daB sie in konzentrierter Schwefelsdéure eine  iiber- 
raschende Bestandigkeit besitzt. 


A. Hydrolyse von Gummiarten. 


1. Freilegung von d-Glykuronsdéure aus Cordofangummi iiber ein Zwischen- 
produkt (,,Cordofansdure* ). 


lkg Gummiarabicum ,,Cordofan** (Handelsware) wird in 1500 ccm 
2 %iger Salzséure gelést. Es ist wesentlich, mit dieser Menge auszukommen. 
Am bequemsten l48t man den, eventuell grob zerkleinerten, Geimmi iiber 
Nacht darin quellen. Dann lést er sich bei gelegentlichem Umriihren auf 
dem Wasserbad bald auf. Die Lésung wird etwa 1 '. Stunden im siedenden 
Wasserbad unter einem RiickfluSkiihler erhitzt. Die Spaltung ist beendet, 
wenn das optische Drehungsvermégen der Lésung nicht weiter zunimmt. 
Bei Verwendung von Gummi arabicum D. A.B. 6, mit einem («)p = 24 
bis — 32°, steigt beispielsweise die Drehung im 1-dm-Rohr auf + 19,2°. 
Das Reaktionsgut ist dann so diinnfliissig, daB sich Proben fiir die Polari- 
metrierung nach Zusatz von Kieselgur leicht glasklar filtrieren lassen. 
Nunmehr koliert man durch ein Tuch, wobei hauptsaéchlich Holzstiickchen 
und eine schleimige Verunreinigung entfernt werden. Die Fallung der 
Cordofan-Gummiséure erfolgt zweckmaéBig in groBen Kolben. Hierzu 
versetzt man die noch warme Lésung unter Umschiitteln allmahlich mit 
10 Litern 96°,igen Alkohols, der mit Petrolaéther vergallt ist. Auch bei 


1 Vgl. besonders: L. Sands u. R. Klaas, Journ. Amer. chem. Soc. 51, 
3441, 1929; Chem. Centralbl. 1930, II, 75. 

? Chem.-Ztg. 1. c. 

* Anleitung zum Nachweis und Bestimmung der Monosaccharide und 
Aldehydsaéuren, 8. 322—340. Berlin 1920. 

* Diese Zeitschr. 85, 118, 1918. 
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allen folgenden Operationen kann mit Petroléther vergallter Alkohol Ver- 
wendung finden. Nach mehrstiindigem Stehen wird der Alkohol, welcher 
die weitaus gréBte Menge der im Gummi enthaltenen Pentosen und einen 
erheblichen Teil seiner Mineralbestandteile enthaélt, von der am GefaB 
haftenden Gummiséure abgegossen, neutralisiert und durch Destillation 
zurlickgewonnen. 

Die Cordofanséure wird auf dem Wasserbad mit etwa 300 com Wasser 
gelést und in einen 6-Liter-Rundkolben gespiilt. Dann wird durch Zugabe 
von 3 Liter Alkohol nochmals gefallt. Die iiberstehende Fliissigkeit, welche 
nach einigen Stunden von der Gummiséure abgegossen wird, ist bei der 
zweiten Faéllung in der Regel durch suspendierte Cordofansaéure milchig 
getriibt. Die Suspension ]48t sich nach Zugabe von Kieselgur absaugen, 
doch lohnt ihre Menge in der Regel kaum die Miihe. Die Saéure ist nimlich 
zum allergr6Bten Teil im Kolben verblieben. Durch Aufnehmen in Wasser, 
Prazipitieren mit Alkohol, Absaugen und Waschen mit Alkohol und Ather 
erhélt man sie als schneeweiBes Pulver in einer Ausbeute von 400 g = 40% 
des angewandten Gummis. Die Untersuchung dieser Substanz ist noch 
nicht abgeschlossen. Fiir die Gewinnung von Glykuronséure lat sich die 
Cordofanséure jedoch auch in sirupésem Zustande weiter verarbeiten. 
Zu der nach méglichst vollstandigem AbgieBen des Alkohols im Kolben 
verbliebenen klebrigen Gummiséure gibt man 4 Liter 5°,iger Schwefel- 
sure. Die Lésung wird dann etwa 15 bis 18 Stunden am RiickfluB gekocht, 
wobei sie sich unter Abscheidung eines blauschwarzen Niederschlags stark 
verfarbt. Ihre Drehung steigt im Laufe der Operation von etwa + 0,7 
auf + 4,6° im 1l-dm-Rohr. Man ist nur dann sicher, die Spaltungsdauer 
ausreichend bemessen zu haben, wenn sich der Drehungswert bei Fort- 
setzung der Operation nicht mehr andert. 

Im !/,-dm-Rohr ist die Lésung nach Abfiltrieren des Niederschlags 
noch leidlich durchsichtig. Falls eine Entfarbung erforderlich ist, muS 
sorgfaltig darauf geachtet werden, da diese immer in gleicher Weise 
erfolgt. Es geniigt hierzu wenig Tierkohle und Erwaérmen bis nahe zum 
Siedepunkt. (Bei der unten beschriebenen Hydrolyse des Gezirehgummis 
und des Kirschgummis, die mit etwas staérkerer Sure und dementsprechend 
unter stirkerer Zersetzung erfolgt, ist wiederholte Behandlung mit Tier- 
kohle erforderlich.) Auf Vollstaéndigkeit der Spaltung ist zu achten, weil 
gréBere Mengen unzersetzt gebliebener Galaktoglykuronsaure die Reinigung 
und Kristallisation der Glykuronséure ungemein erschweren. Die Lésung 
wird dann abgekiihlt und vorsichtig unter Umschiitteln mit einer zur 
Neutralisation nicht ganz hinreichenden Menge alkalifreier, lauwarmer 
Bariumhydroxydlésung (640g Ba(OH),.8H,O) versetzt. Die weitere 
Aufarbeitung des Reaktionsgutes erfolgt nach B und ergibt etwa 50g 
Glykuronséure aus 1kg Gummi = 5°, des Ausgangsmaterials oder ein 
Drittel der Theorie. 


2. Freilegung von d-Glykuronsdure aus Cordofangummi in einer Operation. 


300 g Cordofangummi werden, grob zerkleinert, mit 600 cem 4°%iger 
Schwefelséure im siedenden Wasserbad erhitzt. Man riihrt gelegentlich 
um, bis alles gelést ist. Die Erhitzung wird fortgesetzt, bis die Lésung 
auch in der Kalte geniigend diinnfliissig erscheint, d.h. bis sich das ent- 
standene Calciumsulfat sehr gut absetzt. Dies dauert etwa 3 Stunden. 
Dann wird in flieBendem Wasser abgekiihlt, nach einigem Stehen mit wenig 
Kieselgur verriihrt und durch eine groBe Nutsche gesaugt. Auf dem Filter 
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bleiben Holzstiickchen, etwas schleimige Verunreinigungen und der aus 
dem Gummi herausgefillte Kalk. 

Das Volumen des Filtrats betragt etwa 725 cem. Hierzu werden 775 cem 
9%ige Schwefelsiure gegeben, so daB8 die 300g Gummi nunmehr in 
1500 cem Fliissigkeit gelést sind. 1l0cem sollen dann 13,5cem n-NaOH 
gegen Phenolphthalein in der Kalte verbrauchen. N6tigenfalls ist noch 
etwas Schwefelséure bzw. Wasser zuzugeben. Die Lésung zeigt im 
1,-dm-Rohr eine Drehung von etwa + 4,4°.  Nunmehr wird am Riickflu8 
gelinde gekocht. (Hierbei wihlt man Baboblech und Kolben nicht zu groB, 
um einer Uberhitzung des Reaktionsgutes an der Kolbenwand vorzubeugen. 
Auf Heizbider kann man verzichten.) Zur Behebung des sehr starken 
Schiéumens dienen einige Kubikzentimeter Amylalkohol. 

Das Ende der Reaktion ist hier nicht durch polarimetrische Kontrolle 
feststellbar, weil die Drehung der Lésung nach wenigen Stunden den Hdéchst- 
wert (etwa + 12° im 1-dm-Rohr) erreicht und sich dann wenig andert. 
Zehn- bis zwélfstiindiges Kochen lieferte die vorlaufig giinstigsten Ergebnisse. 
Die sehr stark verfarbte Lésung wird filtriert und nach B weiterverarbeitet. 
Beim Eindampfen im Vakuum erfolgt hier heftiges Schiumen, welches 
zweckmaéBigerweise durch Zutropfen von Amylalkohol unterdriickt wird. 

Die Ausbeute an Glykuronsiure ist bei diesem abgekiirzten Verfahren 
noch sehr ungleichmaéBig. Sie betrug 30 bis 60 g je Kilogramm Gummi. 


3. Freilegung von d-Glykuronsdure aus Gezirehgummi. 


Zur Verwendung kam Gummi arabicum ,,Gezireh“ naturale. Die von 
verschiedenen Importeuren bezogenen Proben sahen sich auBerlich gleich. 
Nach Entfernung der iiblichen Verunreinigungen (Staub, Steinchen, sowie 
Holz- und Rindenstiickchen) bestanden sie aus kugelig oder raupenartig 
geformten Gebilden bzw. deren Bruchstiicken. Die einzelnen Stiicke waren 
teils farblos und wasserhell, teils gelb bis dunkelorange. In ziemlicher 
Menge waren auch undurehsichtige in der Tropensonne .,verbrannte* 
Stiickchen verschiedener Farbung vertreten. Das optische Drehungs- 
vermégen der lufttrockenen Bestandteile schwankte (in 10°, iger wasseriger 
Lésung) zwischen («)7) = + 36,9 und + 56,2°.  Linksdrehende Stiicke 
wurden wie erwahnt nicht gefunden. 


CO,-Bestimmung (nach Tollens-Lejévre). 





Probe 1 Probe 2 

Gewicht des lufttrocknen Gummis . 2,625 ¢ 3,115 ¢ 
TS os se oe a. ol Od 0.0797 ¢  0,1065¢ 
ames le 

ee, oer ee SY toh or re 13,4 % 15.0% 


200 g Gezirehgummi wurden bei méBiger Warme in Wasser zu 1800 ccm 
gelést und von Verunreinigungen abgesaugt. Eine durch NSchiitteln mit 
Kieselgur in der Kélte geklarte Probe der braunen Lésung zeigte im 
‘/,-dm-Rohr «j} = + 1,31° («)#} der lufttrockenen Rohware betrug also 
im Durchsehnitt etwa + 47°. Dann wurden 200 ccm 10°,ige Schwefelséure 
zugegeben, so daB eine etwa 10 °,ige Lésung des Gummis in | °,,iger Schwefel- 
séure entstand. Nunmehr wurde unter einem RiickfluSkiihler im siedenden 
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Wasserbad erhitzt, wobei sich die Lésung erheblich aufhellte und mehr 
orangefarbig wurde. Weitere Aufhellung und Klaérung der Proben fiir die 
optische Kontrolle erfolgt durch Schiitteln mit Kieselgur in der KaAlte 
(Tierkohle lauft hier durch das Filter). 

Im Verlauf der Erhitzung andert sich die Drehung. «p im 1-dm-Rohr: 


nach 0 Stunde + 4,90° (gemessen im %-dm-Rohr) 
1 - + 6,27° 
2 Stunden + 5,95° 
ww és + 5,94° 


” 


Die Lésung wird unter Umschiitteln mit alkalifreier Bariumhydroxyd- 
lésung versetzt, bis zum Verschwinden der kongosauren Reaktion, nach 
Zugabe von Kieselgur abgesaugt und mit heiBem Wasser nachgewaschen. 
Dann wird auf dem Wasserbad vollstaéndig mit Baciumcarbonat neu- 
tralisiert, zu etwa 500 ccm eingedampft, filtriert und das Filtrat allmahlich 
mit 2 Liter 96°,igen, vergéllten Alkohols versetzt. Nach einiger Zeit 
wird die iiberstehende Fliissigkeit von dem klumpigen Niederschlag ab- 
gegossen, filtriert und eingedampft. Sie kristallisiert rasch und fast voll- 
stindig (etwa 50g) und besteht zum gréBten Teil aus Arabinose. De 
Niederschlag wird in 400 cem Wasser augfgenommen, mit 2 Liter Alkohol 
gefallt, abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen und an der Luft 
getrocknet. 110 bis 115g Bariumsalz der Gezirehgummisdure, also unte1 
Beriicksichtigung der Verunreinigungen etwa 60°, des angewandten 
Gummis. 

0,2505 g Substanz verloren bei 78° und 10mm iiber P,O; 0,0268 ¢ 
= 10,6°, an Gewicht. 


CO,- Bestimmung (nach Tollens-Lefévre) im Ba-Salz. 


Gewicht der lufttrockenen Substanz.... . 3,7344g 2,7730g 
CE ier eee ob 6 « 0 & ae, See 0,1370 g 
es a ee t& a 64s «) 4,94 % 

* Uronsaure in lufttrockener Substanz  « >, 21,71% 
Uronsaéure in vollstandig getrockneter Substanz 24,38 °, 24,27 %, 


Spaltung der Gezirehgummisdure. 100 g des Ba-Salzes werden in 400 ccm 
Wasser gelést, in der Warme mit 600 ccm 2 n Schwefelséure gemischt und 
nach Zugabe von Kieselgur abgesaugt. 10 ccm des Filtrats verbrauchen 
12,0 cem n-NaOH (gegen Phenolphthalein in der Kalte). Die Hydrolyse 
wird nunmehr durch Kochen am Riickflu8 weitergefiihrt. Hierbei steigt 
die Drehung zunéchst rasch an, um allmahlich wieder zu fallen. 


ap im l-dm-Rohr betrégt nach 





22 Std. 24 Std 


0 Std. 2 Std. 5 Std. 10 Std. 15 Std. 20 Std. 


+ 2,659 + 5,35° | + 5,05° | +4,85° +460° + 430° +420° + 4,10° 


Die Aufarbeitung des Reaktionsgutes erfolgt wieder nach B und ergibt 
d-Glykuronséure und d-Galaktose. Letztere kristallisiert aus der alkoholi- 
schen Mutterlauge von der Fallung des glykuronsauren Ba sofort in iiber- 
raschender Reinheit aus. Die Ausbeute an Glykuronséure ist jedoch nur 
gering. Aus 100g des gezirehgummisauren Ba wurden nur 1,8 bis 2,5 ¢ 
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Glykuronsaure erhalten, d. h. 1 bis 1,4°, des angewandten Gummis. Die 
zur volisténdigen Spaltung des Gezirehgummis erforderliche Hydrolyse 
ist scheinbar nicht viel energischer als beim Cordofangummi, der Unter- 
schied wirkt sich aber doch in wesentlich starkerer Zersetzung des Reaktions- 
gutes aus. 


Als die Hydrolyse nach etwa zehnstiindigem Sieden abgebrochen 
wurde, lieB sich aus dem Reaktionsgut neben Glykuronséure bisher 
nur in amorphem Zustande eine Disaccharidséure abtrennen. Dieselbe ist 
offenbar ein Isomeres der Galaktoglykuronséure des Cordofangummis 
(Heidelberger und Kendall, Butler und Cretcher, 1. c.), von der sie sich durch 
bedeutend héheres Drehungsvermégen und durch schwerere Spaltbarkeit 
unterscheidet. 


4. Freilegung von d-Glykuronsdure aus Kirschgummi. 


Roher, einheimischer Kirschgummi wird greb- zerkleinert und 
mechanisch von der Hauptmenge der anhaftenden Verunreinigungen (Holz- 
und Rindenstiicke sowie Steinchen) befreit. Dann werden 400 g mit 6 Liter 
| °,iger Schwefelséure iibergossen. Nach Quellen iiber Nacht wird auf dem 
Wasserbad unter gelegentlichem Umriihren erwaérmt. Frischer (weicher) 
Gummi hat sich nach einigen Stunden bis auf geringe, schleimige Reste 
gelést; alte (harte) Ware braucht langere Zeit zur Lésung. Dann gieBt man 
durch ein grobes Sieb. Dieses halt den Rest obiger Verunreinigungen 
zuriick. Zur Entfernung der feineren Schmutzteilchen saugt man die warme 
Lésung durch eine mit Tuch belegte Nutsche. Dann wird die Lésung im 
siedenden Wasserbad unter einem RiickfluBSkiihler etwa 11, Stunden 
erhitzt, bis sich ihre Drehung nicht weiter andert, sié betragt dann im 
'/,-dm-Rohr etwa + 1,4°, entsprechend etwa 5,6° im 1-dm-Rohr. Die beob- 
achteten Werte schwanken jedoch infolge der wechselnden Feuchtigkeit 
und Verunreinigung des Materials. Deshalb mu8 auf Konstanz der Drehung 
geachtet werden. Wenn die Proben einer Klaérung bediirfen, schiittelt man 
sie mit etwas Kieselgur und zentrifugiert kurze Zeit. Die Fliissigkeit wird 
dann unter Umschiitteln mit einer warmen Lésung von alkalifreiem Barium- 
hydroxyd versetzt, bis die Reaktion noch lackmussauer, aber nicht mehr 
kongosauer reagiert. Bei manchen Kirschgummisorten hat die Lésung in 
diesem Stadium noch emulgierende Eigenschaften, und das Bariumsulfat 
14Bt sich erst nach Ejinriihren reichlicher Kieselgurmengen absaugen. Man 
arbeitet in der Warme und verwendet Nutschen mit groBer Oberflache oder 
schleudert. Das Filtrat wird mit alkalifreiem Bariumcarbonat auf dem 
Wasserbad erwairmt und so vdéllig neutralisiert. Die braune Lésung wird 
dann auf dem Wasserbad zu 1200 cem eingedampft und hellt sich hierbei 
unter Abscheidung schwarzer Flocken auf. Man filtriert die Lésung zweck- 
maBigerweise in einen Kolben und versetzt unter Umschiitteln mit 5 Liter 
96 °jigen, vergaéllten Alkohols. Dieser fallt das Bariumsalz einer Kirsch- 
gummisdure. Nach einigen Stunden wird die klare, iiberstehende F liissigkeit 
von dem zéhen Bodenkérper abgegossen. Diesen nimmt man in 700 ccm 
lauwarmen Wassers auf und fallt nochmals mit 21, Liter 96 °,igen Alkohols. 
Die klumpige Fallung 1l46t sich pulverig und gut filtrierbar erhalten, indem 
man die wasserige Lésung langsam unter Umriihren in gekiihlten 96 °,igen 
Alkohol einlaufen l48t. Nach Absaugen und Waschen mit 96 °,,igem Alkohol 
und mit Ather wurden durchsehnittlich 240 g erhalten, d. h. fast zwei Drittel 
des rohen Gummis. 
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0,2891 g lufttrockenes Ba-Salz verloren bei 78° und 10 mm iiber P,O, 
0,0360 g = 12,46°, an Gewicht. 

0,2419 g getrocknete Substanz ergaben nach Gliihen im Platintiegel 
0,0197 g = 8,15°%, Asche. 


CO,-Bestimmung (nach Tollens-Lefévre) im Ba-Salz. 
Gewicht der lufttrockenen Substanz . . . 1,9337¢ 2,0813 ¢ 
OG, Gow se ee we se es i we e EMRE S 0,1088 g 
co, Sie a hs eee ee 5,38 % 5,23 %, 
Uronsaéure in lufttrockener Substanz. . . 23,67°, 22,99% 
Uronséure in vacuumtrockener Substanz 26,74°%, 26,26 % 


Zur Spaltung der Gummisdure werden 250g Ba-Salz in einem Liter 
warmen Wassers gelést und mit 144 Liter 10 °,iger Schwefelsiure vermischt. 
Das Bariumsulfat 14Bt sich hier nach Zusatz von etwas Kieselgur leicht 
absaugen. 

Die Lésung wird etwa 18 bis 22 Stunden riickflieBend gekocht. Ihre 
Drehung steigt dabei von etwa + 2,2 auf + 3,1° im 1l-dm-Kohr. Ebenso 
wie beim Cordofangummi ist auch hier auf Konstanz der Drehung sorg- 
faltig zu achten. Zu der abgekiihlten Lésung wird vorsichtig unter Um- 
schiitteln warme Bariumhydroxydlésung gegeben (etwa 420g Ba(OH), 
. 8 H,O), bis sie nicht mehr kongosauer, aber noch deutlich lackmussauer 
reagiert. Hier ist wiederum sorgfaltig zu vermeiden, da Teile der Fliissig- 
keit voriibergehend alkalisch werden. Die weitere Verarbeitung erfolgt 
nach B. Da die Kirschgummiséure relativ schwer spaltbar ist, ist das 
neutralisierte Reaktionsgut sehr stark verfirbt. Die Reinigung durch 
fraktionierte Alkoholfillung gelingt aber hier itiberraschend leicht und 
fiihrt zu besonders reiner Glykuronséure. Ausbeute: etwa 13 g, d.h. je 
nach der Giite des Kirschgummis 25 bis 40 g aus 1 kg Gummi. 


5. Verarbeitung der Abjfdlle von der Arabinosegewinnung aus Kirschgummi 
auf Glykuronsdure. 


Arabinose wird aus Kirschgummi zweckmaSigerweise nach den An- 
gaben von Tollens, z. B. in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 
2, 65, 1910, hergestellt. Dort sind (auf Zeile 18) als ,,Gummisubstanzen* 
bezeichnete, dunkelbraune Abfille beschrieben, welche bei der Extraktion 
der Arabinose bzw. bei ihrer Reinigung anfallen. Fiir die Verarbeitung auf 
Glykuronséure eignet sich nur derjenige Teil der Riicksténde, welcher bei 
der a.a.O. beschriebenen Auskochung nicht in den Alkohol geht. Zur 
Entfernung des arabonsiéuren Calciums mu8 die Auskochung griindlich 
erfolgen. 

Die alkoholunléslichen Riicksténde werden in wenig Wasser gelést 
und filtriert. Da die verschiedenen Kirschgummiqualitéten wechselnde 
Mengen liefern, wird zunéchst die Konzentration ermittelt. Ein aliquoter 
Teil der Lésung wird in Alkohol gegossen, der Niederschlag abgesaugt, 
mit Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. 

Eine Lésung, welche 90 g Trockensubstanz in 150 eem Wasser gelést 
enthalt, wird mit 150ccm 10°%iger Schwefelsiure erwairmt, dann ab- 
gekiihlt, nach einigen Stunden vom ausgeschiedenen Gips abfiltriert und 
mit 600 ccm 6 %iger Schwefelséure versetzt. 1,0 cem der Lésung soll jetzt 
11,5cem n/10-NaOH (gegen Phenolphthalein in der Kaélte) verbrauchen. 
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Darauf wird etwa 22 Stunden am RiickfluB gekocht. Die Anfangs- 
drehung ist erst nach verlustbringender, energischer Entfarbung ablesbar, 
spaiter erfolgt die Entfarbung viel leichter. Die Drehungswerte sind hier 
naturgemaS8 nicht immer dieselben. Bei einem Versuch betrug «p im 
l-dm-Rohr nach 





10 Std. 15 Std. 19 Std. 22 Std. 
+1,58°  +41,84° + 1,969 + 2,04° 


Auch hier ist auf Konstanz der Drehung zu achten. Verarbeitung des 
Reaktionsgutes und Ausbeuten wie bei 4. 


B. Abtrennung und Reinigung der d-Glykuronsiure. 


Das Reaktionsgut wird vorsichtig unter Umschiitteln mit einer, zur 
Neutralisierung nicht ganz hinreichenden, Menge alkalifreier, lauwarmer 
Bariumhydroxydlésung versetzt. Es ist sorgfaltig darauf zu achten, daB 
nicht etwa infolge mangelhafter Bewegung Teile der Fliissigkeit voriiber- 
gehend alkalisch werden. Hierauf wird mit Kieselgur versetzt, abgesaugt 
und mit heiBem Wasser nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate werden 
mit einem geringen Uberschu8 aufgeschlemmten, alkalifreien Barium- 
carbonats kurze Zeit auf dem Wasserbad erwarmt und im Vakuum bei 
etwa 50° eingeengt. 

Die Reinigung der tiefbraunen Lésung erfolgt durch fraktioniert 
Faéllung nach dem Einengen: Man versetzt mit wenig Alkohol bis zur Ab- 
scheidung von Flocken, die man nach einigem Absitzen abfiltriert. Die 
Lésung ist dann schon bedeutend heller geworden. Dipse Operation wird 
nach Bedarf wiederholt, solange die F allung nicht élig erfolgt. Dann wird 
das d-glykuronsaure Ba-Salz durch Zugabe hinreichender Mengen 96 °,igen 
vergallten Alkohols ausgefallt. Dieses setzt sich um so langsamer ab, je 
reiner es ist, daher verfahrt man beim praéparativen Arbeiten zweckmaDig 
folgendermaBen: Der milchig getriibte Alkohol wird von dem an der GefaiB- 
wandung haftenden Teil des Ba-Salzes abgegossen, mit Kieselgur versetzt 
und abgesaugt. (Im Filtrat befinden sich die abgespaltenen Zucker.) Der 
Nutscheninhalt wird mit Wasser verriihrt und nochmals abgesaugt. Das 
wiasserige Filtrat dient zum Lésen des im Kolben verbliebenen, festen 
Salzes. Hierzu erwéirmt man etwas, kiihlt ab und filtriert. Hierauf wiederholt 
man nétigenfalls die oben beschriebene, fraktionierte Ausfallung der Ver- 
unreinigungen durch langsamen Alkoholzusatz. SchlieBlich mischt man mit 
Kieselgur und fallt durch weitere Zugabe von Alkohol das glykuronsaure 
Ba in ziemlich reinem Zustande. Die mit Alkohol fraktioniert ausgefallten 
Verunreinigungen haben erhebliche Mengen glykuronsaures Ba mitgerissen. 
Diese Riickstaénde werden daher gesammelt, in wenig Wasser aufgenommen 
und ebenfalls fraktioniert mit Alkohol gefallt. 

Zur Gewinnung der freien d-Glykuronsdure wird die Mischung von 
Ba-Salz und Kieselgur abgesaugt und gut mit kaltem Wasser verriihrt. 
Dann setzt man soviel verdiinnte Schwefelséure hinzu, bis abfiltrierte, 
kleine Proben noch etwas unzerlegtes Ba-Salz enthalten. Zum Schlu8 muB 
das Filtrat der Proben mit Schwefelséiure noch eine schwache Opaleszenz 
geben, damit auch ein spurenweiser Uberschu8 an Schwefelséure sicher 
vermieden wird (die oben beschriebene Bestandigkeit der Glykuronséure 
gegen konzentrierte Schwefelséure steht hierzu nicht im Widerspruch). 
Das tunlichst konzentrierte, wisserige Filtrat wird mit etwa der zehnfachen 
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Menge 96°,igen vergéllten Alkohols versetzt, einige Stunden aufbewahrt, 
nochmals filtriert und bei 30° Badtemperatur im Vakuum eingeengt. 
SchlieBlich wird in einer Schale zum dicken Sirup eingedunstet. Hierbei 
beginnt meist schon spontane Kristallisation. Die Masse wird gelegentlich 
umgeriihrt und ist nach 1 bis 2 Tagen erstarrt. Sie wird zunéchst mit 
85 °,igem, vergélltem Alkohol angerieben, nach kurzem Stehen allmahlich 
mit 90- und mit etwa 96°,igem Alkohol verriihrt. Dieses Vorgehen 
bezweckt, etwaige sirupése Verunreinigungen (Galaktoglykuronséure, 
Reversionsprodukte) aufzuweichen und zu lésen, durch zu_reichliche 
Mengen starken Alkohols wiirde man sie im Gegenteil ausfallen. Der 
diinne Brei wird dann abgesaugt, mit 90- und 96 °,igem Alkohol gewaschen, 
dann mit wenig 90 °,igem Alkohol sorgfaltig verrieben, nochmals abgesaugt 
und mit Alkohol und Ather gewaschen, schlieBlich im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelséure getrocknet. 

Ihre Menge betrégt etwa zwei Drittel der oben genannten Ausbeuten. 
Der Rest kristallisiert allmaéhlich aus den Mutterlaugen, und zwar in der 
Regel als Lakton. Bei fehlerhaften Arbeiten erhélt man jedoch nur Lakton 
und mu8 lange auf vollstandige Kristallisation warten. Wahrend namlich 
die freie Glykuronséure selbst aus erheblich verunreinigten Lésungen 
iiberraschend schnell kristallisiert, ist es eine bekannte Eigenschaft des 
Glykurons', daB es sich nur langsam und in Etappen ausscheidet. Zum 
SchluB erhaélt man jedoch das gesamte Material bis auf minimale Reste 
sch6n wei8 kristallisiert. Die so gewonnene Glykuronséure ist meist schon 
analysenrein, ihre Enddrehung betraégt bereits etwa + 34°. Nach ein- 
maligem Umkristallisieren aus 90 °,igem, vergélltem Alkohol ist die Glykuron- 
séure vollig rein. Beim préparativen Arbeiten ist die beste Kontrolle der 
Reinheit die Drehungskurve*. Die zur polarimetrischen Bestimmung 
benutzte Lésung wird zweckmaéBig noch mit n/10-NaOH (kohlenséurefrei) 
in der Kaélte gegen Phenolphthalein titriert. 


Fehlerquellen bei der Darstellung von d-Glykuronséure aus 
Gummiarten. 


Bei genauer Einaaltung der Darstellungsvorschrift pflegt die Haupt- 
-menge der Saéure bereits wahrend des Einengens ihrer alkoholischen Lésung 
spontan auszukristallisieren. Fiir ein MiSlingen des Préparats sind folgende 
Ursachen am wahrscheinlichsten : 

1. Zu hohe Temperatur beim Einengen wiasseriger Glykuronséure- 
lésungen veranla8t bekanntlich Laktonbildung, besonders leicht bei Gegen- 
wart gewisser Verunreinigungen. Daher 30° Badtemperatur nicht tiber- 
schreiten und etwas starken Alkohol nachlaufen lassen, wenn sich die Lésung 
beim Einengen mit Wasser angereichert hat. Ein Fehler in diesem Arbeits- 
stadium ist leicht titrimetrisch zu ermitteln. 

Eine Probe des nicht kristallisierenden Sirups (man braucht sie nicht 
abzuwaégen) wird in wenig Wasser gelést. Die freie Glykuronséure laBt sich 
darin mit kohlenséurefreier n/10-NaOH gegen Phenolphthalein in der Kalte 
titrieren. Dann wird die Lésung mit iiberschiissiger n/10-NaOH 1% Stunde bei 
Zimmertemperatur verschlossen aufbewahrt. Hierbei geht das beigemengte 
Lakton in das Na-Salz iiber und 148t sich durch Zuriicktitrieren ermitteln. 
Wird viel Lakton gefunden, so verwandelt man entweder durch Kochen 


1 CO, Neuberg, B. 38, 3317, 1900. 
2 F. Ehrlich u. K. Rehorst, B. 58, 1989, 1925; 62, 628, 1929. 
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mit Wasser die Hauptmenge in das Lakton und gewinnt dies nach erfolgtem 
Kristallisieren. Zeitsparender ist es, in etwas Wasser aufzunehmen, bis 
zur eben sauren Reaktion bei gelinder Warme mit aufgeschlemmtem 
Bariumcarbonat zu behandeln (Glykuron reagiert schwach sauer) und 
das entstandene Ba-Salz nach Ausfallung mit Alkohol wieder nach Vorschrift 
in die freie Séure zu verwandeln. Aus dem alkoholischen Filtrat vom 
Ba-Salz kristallisiert nach Einengen das unveraéndert gebliebene Lakton, 
und zwar in diesem Falle sofort und vollstandig. 

2. Nétigenfalls ist die Reinheit des Ba-Salzes zu priifen. Beim reinen 
Salz betrigt («)p + 17,4°. Ein Material, dessen Drehung nicht mehr als 
etwa 20°, nach unten abweicht, ist fiir die weitere Verarbeitung rein genug, 
anderenfalls wurde die Hydrolyse nicht richtig zu Ende gefiihrt (polari- 
metrische Kontrolle) oder die fraktionierte Ausfaéllung der Verunreinigungen 
des Ba-Salzes mit Alkohol war mangelhaft. 

3. Bei der Freilegung der Glykuronséure aus ihrem Ba-Salz darf 
nur Kieselgur Verwendung finden, der an Alkohol keine Verunreinigungen 
abgibt. Die Handelswaren entsprechen meistens nicht dieser Forderung, 
auch wenn sie als ,,gegliiht’* bezeichnet sind. Man reinigt sie am einfachsten 
mit warmem, vergélltem Alkohol. 


Methoxylbestimmung im Cordofangummi, 
Die lufttrockenen, grob gepulverten Proben wurden mit Jodwasserstoff- 
siure (D 1.7) nach Zeisel destilliert. 
Fein gepulvert und bei 78° und 10 mm iiber P,O; getrocknet, verlor 
die Substanz 13,28°, Feuchtigkeit. 


Substamzmenge ..... 0,7025¢ 00,5062 g 
CN RS ar ae Cee ee ee 0,0130g¢ 0,0096 ¢ 
CH,0O in lufttreckener Substanz .... . 2,51% 2,45% 
CH,O in vakuumtrockener Substanz .. . 2,9°% 2.8% 


Isolierung von d-Galakturonséure aus Traganth. 
Verwendet wurde Arzneibuchware von bandartiger Beschaffenheit. 
0,7237 g lufttrockene Substanz verloren bei 78° und 10 mm iiber P,O, 

0,0977 g = 13,5°% an Gewicht. 
0,4368 g lufttrockener Traganth ergaben nach Gliihen im Platintiegel 
0.0086 g Asche. 
Aschengehalt des lufttrockenen Traganths ..... . 1,97°, 
Aschengehalt des vakuumtrockenen Traganths . . . . 2,28°%) 


CO,-Bestimmung (nach Tollens-Lefévre). 





Probe 1 Probe 2 
Gewicht des lufttrockenen Traganths. .. . 4,2118¢ 4,4100¢ 
EE Ss kl oa in: ig, ig ac mG 0.3636 g¢ 0,3713 g 
I Cen ie ie a eg oy ot a eh eat ss 8,63 % 8,42 %, 
Urcnsaure in lufttrockenem Traganth . . . 37,97 % 37,05 % 
‘i » vakuumtrockenem Traganth . 43,89 % 42.84 % 
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120g Traganth wurden mit 600 ccm 1,08 n-Schwefelsiure 7 Stunden 
im siedenden Wasserbad erhitzt, mit etwas Kieselgur versetzt und ab- 
gesaugt. Nach Waschen des Filters mit wenig Wasser wurden 620 ccm 
gelbliche Lésung erhalten, von welcher 10 cem (in der Kaélte gegen Phenol- 
phthalein) 12,1 cem n-NaOH verbrauchten. Hierauf wurde am RiickfluB 
gekocht. 





Nach Std. : 0 2 | 6 14 2 26 


war @) (1 1) . . |} 15,249 | 12,00° 8,00° 4,64° 3,72° 3,40° 


Die Aufarbeitung des Reaktionsgutes erfolgte in gleicher Weise, wie 
dies oben fiir die préparative Gewinnung der d-Glykuronséure beschrieben 
ist. Das mehrfach umgefallte Ba-Salz, welches einen ziemlich reinen Ein- 
druck machte, zeigte («)p = + 23° (¢ = 2,06), wahrend der Wert fiir 
reines d-glykuronsaures Ba + 17,47° und fiir reines d-galakturonsaures 
Ba + 36,2° (c = 1,04)* betragt. Nachdem die Saéure wie oben frei gelegt 
und aufgearbeitet war, erfolgte rasch Kristallisation. Das nicht um- 
kristallisierte, weiBe Rohprodukt (1,8 g) schmolz bei 156 bis 157° unter 
Zersetzung. Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurden]}0,1630 g 


in 5cem Wasser gelést. (¢ = 3,26, 1 = 1). 
a) nach 6 Minuten = + 2,81° (x)#? = + 86,3° 
a aw 9 » = + 2,629 (a)9? = + 80,4° 
Ss » ® - = + 2,11° (x)3) = + 64,6° 
ay 86, «690 me = + 1,72° (x), = + 51,6° 
af? ,, 24Stunden = + 1,65° (a)f) = + 50,7° 
Nach einmaligem Lésen in 96°,igem Alkohol, Filtrieren und Ein- 
dunsten wurde reine «-d-Galakturonséure erhalten. Die im Vakuum- 
exsikkator tiber Schwefelsiure getrockneten Kristalle schmolzen bei 156 
bis 158° (unkorr.) unter Zersetzung. («)3} = + 50,4 (c = 2,24, End- 


drehung nach 24 Stundefi). 

_ Nach F. Ehrlich u. F. Schubert! zeigt reine «-d-Galakturonséure, 
C,H, .0, . H,O, einen Schmelzpunkt von 156 bis 159°, eine Anfangsdrehung 
von [a]#? = + 98,0° und eine Enddrehung von («)}? = + 50,9°. 

0,20 g wurden in 20 ccm Salpetersiure (D = 1,15) gelést und vor- 
sichtig zu 8cem eingeengt. Die ausgeschiedenen Kristalle wurden erst 
nach 10 Tagen gesammelt und mit Alkohol und Ather gewaschen. Nach 
Trocknen bei 105° wurden 0,14 g Schleimséure vom Schmelzpunkt 213° 
(unkorr.) erhalten, d. h. 65°, der Theorie. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft spreche ich fiir die 
Gewaéhrung von Mitteln meinen verbindlichsten Dank aus. 


* F. Ehrlich u. F. Schubert, diese Zeitschr. 169, 56, 1926. 
1 B. 62, 2014, 1929. 
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Haliotis-indigo, der blaue Gehiusefarbstoff 
von Haliotis californiensis. 


Von 


Fr. N. Sehulz und Max Beeker. 
(Aus der chemischen Abteilung der physiologischen Anstalt in Jena.) 


(Eingegangen am 7. April 1931.) 


A. Einleitung. 


Die prachtigen Farben vieler Molluskengehause haben mannigfach 
zur Untersuchung der zugrunde liegenden Farbstoffe angeregt. AuBer- 
ordentlich farbenprachtig ist das Gehause von Haliotis californiensis. 
Vor langen Jahren! hat Schulz versucht, iiber die! Natur der schén 
blaugriinen Farbe von Haliotis californiensis Klarheit zu bekommen. 
Nach Krukenberg war ein Zusammenhang zwischen dem Haliotisblau 
und den Gallenfarbstoffen anzunehmen. Dann ergab sich die biologisch 
wichtige Frage: Warum ‘machen Tiere, die fiir ihre respiratorischen 
Zwecke die Farbstoffkomponente des’ Hamoglobins nicht benétigen, 
einen Farbstoff, der ein Abbauprodukt des Hamoglobins (Hamatins) 
im Organismus der héheren Tiere ist. Dazu kommt, daB die Leber der 
Mollusken keine Verwandten des Haimatins erzeugt. Einleuchtende 
Griinde fiir einen in so spezifischer Richtung geleiteten Stoffwechsel- 
vorgang sind nicht vorhanden. Lassen wir es als ein heuristisches 
Prinzip fiir den Biologen gelten, daB das ZweckmaBige sich in der 
belebten Natur erhalt, so versagt hier das Bestreben nach einer ,,ver- 
niinftigen‘* Erklarung. 

Uberblicken wir die groBe Masse der in der belebten Natur vor- 
kommenden Farbstoffe, so kénnen wir fiir das Tierreich Farbstoffe aus der 
Hamatinreihe, Farbstoffe aus der Purinreihe sowie Farbstoffe aus der 
Carotinreihe (Lipochrome) unterscheiden. Fiir die Pflanze kommen noch 
Flavone, Anthocyane usw. hinzu, wahrend die Indigoreihe durch farblose 
Vorstufen vertreten ist. Auch im Tierkérper finden sich Verwandte des 


1 OC. Fr. Krukenberg. Centralbl. d. med. Wiss. 1883, S. 785— 786: vgl. 
Physiol. Vortrage 1886, S. 142—148. Fr. N. Schulz, Zeitschr. f. allg. 
Physiol. 3, 91— 130, 1903. 
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Indigofarbstoffs (Harnindikan); als eigentliche Farbstoffe kommen, soweit 
man bisher annimmt, die Indigofarbstoffe nicht in Frage. Sekundar kénnen 
sich aber im Harn und Schweif Indigofarben bilden. Auch der Purpur- 
farbstoff mancher Meeresschnecken (Dibromindigo) ist nicht in der Purpw 
driise vorgebildet, sondern entsteht erst sekundar, nachdem er als Chromogen 
von der Driise abgesondert ist (siehe spéter). 

Die von Krukenberg ausgesprochene Annahme, dab es sich bei 
verschiedenen Haliotisarten und anderen Schneckenarten um Schalen- 
farbungen durch Farbstoffe, die den Gallenfarbstoffen der héheren 
Tiere verwandt sind, handele, ist im wesentlichen darauf gegriindet, 
daB man mit Lésungen dieser Farbstoffe eine der Gmelinschen Reaktion 
der Gallenfarbstoffe ganz analoge Farbenskala hervorrufen kann. 
Schulz hat sich auf Grund der eigenartigen Léslichkeitsverhaltnisse 
und der mit primitiven Mitteln durchgefiihrten spektroskopischen 
Untersuchungen dahin ausgesprochen, daB von einer Identitaét der 
roten Farbe von Haliotis rufescens bzw. der blaugriinen Farbe von 
Haliotis californiensis mit den Gallenfarbstoffen keine Rede sein kann, 
daB aber immerhin die spektralen Verhaltnisse dafiir sprechen, dai 
es sich um Verwandte der Gallenfarbstoffe handelt. Da sich aus dem 
Farbstoff von H. rufescens (neuerdings von Dhéré und Baumeler’ 
Rufescin genannt) mit Natriumamalgam ein in Fluoreszenz und 
Spektrum dem Hydrobilirubin sehr ahnlicher Stoff erzielen lieB und 
ferner aus dem durch Phosphorwolframsaurefallung isolierten Farbstoff 
von Haliotis californiensis bei der Kalischmelze reichlich Pyrrol und 
Indol auftrat, erschien der SchluB berechtigt, daB diese Farbstoffe 
mit den Gallenfarbstoffen bzw. einer chromogenen Gruppe des EiweiBes, 
wie man es damals nannte, zusammenhinge, also weder mit den Lipo- 
chromen, noch den Farbstoffen der Puringruppe etwas zu tun habe. 

Neuerdings haben Dhéré und Baumeler im Zusammenhang mit 
ihren eingehenden spektralen Untersuchungen an verschiedenen Tier- 
farben auch das Rufescin untersucht und dasselbe als mit den Gallen- 
farbstoffen verwandt erklart. 

Der schon lange gehegte Wunsch, ein nach chemischen Begriffen 
méglichst reines Préparat zu gewinnen und an diesem die Eigenschaften 
zu studieren, hat sich erst jetzt verwirklichen lassen. 


In einer kurzen Mitteilung hat Kodzuka? sich mit dem griinen 
Pigment einer anderen Haliotisart (Haliotis gigantea) befaBt. Der 
Farbstoff zeigt erhebliche Unterschiede in der Léslichkeit gegeniiber 
unserem Haliotisblau, die offenbar eine Reindarstellung viel leichte: 
erscheinen lassen. 


1 Ch. Dhéré u. Chr. Baumeler, C. r. soc. biol. 102, 756 —758; Archives 
intern. de Physiol. 32, 55—78, 1930. 
2 T. Kodzuka, Journ. of exper. Med. 2, 287--289, 1921. 
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Wahrend unser Farbstoff beim Einlegen der Schalen sofort mit dem 
Calcium in Lésung geht, soll bei dieser Schale zuerst nur Kalk in Lésung 
gehen. Erst nach fast vélliger Extraktion des Kalks gehe nunmehr reichlich 
Farbstoff in saure Lésung. Die Farbstofflésung wird unter sukzessiver 
Neutralisation mit NaOH im Vakuum eingeengt, zum Schlu8 unter Zusatz 
von geséttigter Natriumsulfatlésung. SchlieBlich wird mit Alkohol der 
Farbstoff durch mehrfaches Aufnehmen gereinigt. Es laBt sich schlieBlich 
der Farbstoff in absolut alkoholische Lésung bringen. Der Farbstoff ist 
demnach im Gegensatz zu unserem Haliotisblau in neutralem Alkohol 
léslich. Er zeigt ausgesprochenen Dichroismus (griinviolett). Er zeigt bei 
der Gmelinschen Reaktion das Farbenspiel des Gallenfarbstoffs. Als 
Spaltungsprodukt wurde Pyrrol durch die Fichtenspanreaktion nach- 
gewiesen. 

Irgend etwas AbschlieBendes laBt sich aus der kurzen Mitteilung, 
der eine endgiiltige Mitteilung soweit feststellbar nicht gefolgt ist, nicht 
entnehmen. 

Nach anderweitigen Erfahrungen ist es durchaus méglich, dab 
zwei im morphologischen System ganz nahe verwandte Arten in ihrem 
Chemismus erheblich voneinander abweichen. 

In diesem Zusammenhang sei hervorgehoben, dab Friedldnder! den 
Purpurfarbstoff zweier Meeresschnecken (Purpura aperta, Mexiko; 
Purpura lapillus, Bretagne, Wales, Norwegen) mit grober Wahrschein- 
lichkeit als 6,6’-Dibromindigo identifiziert hat. | 
B. Darstellung des Farbstoffs von Haliotis californiensis. 


Die Frage nach der chemischen Natur des blauen Haliotisfarbstoffs 
ist durch die bis jetzt vorliegenden Erfahrungen nicht einmal soweit 
mit Sicherheit geklirt, daB man den Stoff einer bestimmten Gruppe 
zuweisen kénnte. Die bisherigen Spektraluntersuchungen sind nicht 
ausreichend ; auch die Tatsache, daB sich aus den gewonnenen Praparaten 
Pyrrole, Indole und wohl auch ein hydrobilirubinéhnlicher Stoff ge- 
winnen lassen, kann nicht mit geniigender Sicherheit auf den Farbstoff 
bezogen werden, da die damals untersuchten Praparate keine geniigende 
Gewahr fiir Reinheit boten. 

Zwar 1éBt sich der Farbstoff aus seiner salzsauren Lésung mit Phosphor- 
wolframséure so gut wie quantitativ ausfallen, aber es besteht keine Gewahr 
dafiir, daB nur der Farbstoff gefallt wird. Versuche, den Farbstoff aus dem 
Phosphorwolframséureniederschlag wieder zu gewinnen, fiihrten zu keinem 
befriedigenden Ergebnis. 

Der Farbstoff, der in 1 bis 2mm Dicke in der AuBenschicht der 
Gehause liegt, ist zum mindesten morphologisch innig mit EiweiB- 
stoffen und kohlensaurem Kalk in groBen Massen verbunden. Inwieweit 
es sich auch um chemische Bindungen handelt, ist vorlaufig nicht 

_ 


edldnder, Monatsh. f. Cham. 30, 247 —253. 1909; Chem. Ber. 
»), 1909; 55, 1655 —1658, 1922. 


1 P. Fr 
42. 765 —77 
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entschieden. Die Farbekraft des Farbstoffs ist auBerordentlich grob ; 
selbst in Lésungen, die so intensiv gefairbt sind, daB sie auch in diinner 
Schicht undurchsichtig sind, ist die absolute Menge an isolierbarem 
Farbstoff tiberraschend klein. So ist denn auch im allgemeinen die 
Ausbeute, trotz der Dicke und dunklen Farbe der gefairbten Gehause- 
schicht, sehr gering. 

Bei Verzicht auf die Phosphorwolframsaurefallung ist die Haupt- 
aufgabe die Entfernung der Kalksalze. Die groBen Schwierigkeiten, 
die dabei bestehen, sind schon von Schulz eingehend dargestellt. Ver- 
suche, den Kalk als Sulfat oder Oxalat oder auch Carbonat getrennt vom 
Farbstoff wieder auszufallen, scheiterten daran, daB bei Erzeugung dieser 
Niederschlage der Farbstoff zum gréBten Teil oder ganz mit gerissen 
wird. Daf eine Abtrennung durch Dialyse nicht ohne weiteres méglich 
ist, hat Schulz hervorgehoben. Die Dialyse verliuft eigenartig. Zu- 
naichst geht Kalksalz und HCl ohne Farbstoff durch die Membran. 
Sobald aber ein etwas betrachtlicherer Teil aus der Lésung heraus- 
dialysiert ist, fangt auf einmal bei einem noch betrachtlichen Kalk- 
gehalt der Farbstoff an, mit Leichtigkeit durch die Membran zu wandern. 
Der Grund dieses Wechsels im Verhalten ist in der durch die Dialyse be- 
dingten Anderung des px zu suchen. Nimmt man die Dialyse statt gegen 
destilliertes Wasser gegen eine 10°ige Salzsiure yor, so tritt auch bei 
langer Dialyse gar kein Farbstoff durch die Membran, oder nur Spuren. 

Wir sind schlieBlich dazu iibergegangen, den Farbstoff aus der 
salzsauren Lésung durch Neutralisation auszufaillen. Es gelingt das, 
da der Farbstoff bei neutraler Reaktion unldéslich ist und sich auch 
in Natronlauge oder Barytwasser nur in geringer Menge lost. 

Die teilweisen Widerspriiche in. den Angaben iiber die Léslichkeit 
des Farbstoffs in Alkali sind einmal dadureh bedingt, dafs die Farbekraft 
so hoch ist; sodann aber dadurch, da8 der Farbstoff offenbar je nach dem 
Milieu, in dem er sich befindet, seine Léslichkeit stark variieren kann, 
was ja auch das eigenartige Verhalten bei der Dialyse zeigt. Auch noch so 
vorsichtige Neutralisation mit NaOH, Na,CO, oder NaHCO, fiihrt immer 
zu Niederschlagen, in denen die Menge des Kalks [Ca(OH),, CaCO,] den 
Farbstoff bei weitem iiberwiegt. 

Die Verwendung von carbonatfreiem Ammoniak fiihrte schlieBlich 
zum Ziel. 


Vorschrift zur Darstellung eines Rohfarbstoffs. 


Die Gehause von Haliotis californiensis werden an der farbstofffreien 
Innenseite mit einem Paraffiniiberzug versehen, damit nicht unndtig 
das Conchiolin der Innenschicht freigelegt wird, an welches sich sonst 
nachtréglich Farbstoff durch Adsorption anlagert. Dann werden die Ge- 
héuse so lange in Salzséure (1 Teil konz. Salzsiure auf 2 Teile Wasser) 
gelegt, bis der gréBte Teil der Farbstoffschicht entkalkt ist. Es geht dabei 
ein Teil des Farbstoffs in Lésung; reichlich die Halfte des Farbstoffs bleibt 
aber in der Conchiolinschicht sitzen bzw. imbibirt Conchiolinschichten, 
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die urspriinglich farbstofffrei waren. Diese Conchiolinschichten lassen 
sich nach dem Entkalken leicht mit dem Spatel abkratzen, so daB man sich 
gut iiberzeugen kann, ob wirklich die urspriingliche Farbstoffschicht ent- 
kalkt ist. 

Aus der wdsserigen salzsauren Lésung, deren hoher Salzgehalt die 
Ausfallung des Farbstoffs begiinstigt, wird der Farbstoff durch vor- 
sichtiges Neutralisieren mit Ammoniak ausgefallt. Die Fallung erfolgt 
fast quantitativ. 

Der Niederschlag besteht aus sehr feinen, tiefblauen Flocken, die durch 
grobporige Filter ohne weiteres hindurchgehen, durch feinere Filter dagegen 
wegen ihrer gallertartigen Beschaffenheit nicht abfiltrierbar sind. 

Aus der Conchiolinschicht kann der Farbstoff durch salzsaure- 
haltigen Alkohol im Soxhletapparat gewonnen werden. 

Bei der Extraktion geniigt zunachst die der Conchiolinmasse nach 
oberflachlichem Abwaschen mit Wasser noch anhaftende Salzséure. Nach 
mehrmaligem Abhebern muB8B immer wieder der zu extrahierenden Masse 
etwas Salzsiure zugesetzt werden. Aus dem erhaltenen Alkoholextrakt 
wird dann unter Zusatz von Wasser der Farbstoff mit Ammoniak in der 
gleichen Weise wie oben geschildert ausgefiallt. 

Die vereinigten Niederschlage werden durch kraftiges Zentrifugieren 
von der Mutterlauge getrennt und nach Aufschwemmen mit destilliertem 
Wasser durch wiederholtes Abschleudern so lange gewaschen, bis das 
Waschwasser nur mehr schwache Kalkreaktion gibt. Géanzlich laBt 
sich der anhaftende Kalk usw. so nicht entfernen, weil der Farbstoff 
bei vélliger Abwesenheit von Elektrolyten leicht wieder kolloidal in 
Lésung geht. 

Die erhaltenen feuchten FarbstoffgaJlerten werden im Vakuum- 
exsikkator griindlich getrocknet; sie bildén dann eine harte, spréde, 
tiefblaue Masse mit rétlichem, fast metallischem Oberflachenschimmer 
und lassen sich zu einem feinen blauen Pulver verreiben. 


C. Untersuchung des Farbstoffs. 


Der so erhaltene Rohfarbstoff enthalt auBer anorganischen Be- 
standteilen noch EiweiB. 

Die Aschebestimmung ergab etwa 30°, Asche. Nach Hydrolyse 
mit Salzséure, wobei keine sichtbare Farbenainderung eintrat, lieben 
sich nach van Slyke etwa 3,5°,, Aminostickstoff nachweisen. Das wiirde 
etwa 20%, EiweiB entsprechen, so daB der Rohfarbstoff zu etwa 50°, 
aus Farbstoff besteht. 


a) Aschebestimmung. 
0,060 g Substanz liefern 0,0178 g Asche = 29.7%, 
0,0364 g -” i 0,0120g ,, = 30,5 % 
b) Hydrolyse. 0,3015g¢ Substanz werden mit 20 cem 20°,iger HC! 
5 Stunden im Rohr auf 90 bis 100° erhitzt. Lésung ist unverandert tiefblau. 
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Es wird auf 50 ccm aufgefiillt. Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke: 
2ccm = 0,0120g geben: 0,408mg N, bzw. 0,440mg N, entsprechend 
3,4 bzw. 3,65°, Aminostickstoff. 

Die Asche besteht im wesentlichen aus CaO und Fe,0,. Vanadin- 
sdure konnte nicht festgestellt werden. Bei der ausgesprochenen Farbe 
der Asche lag es nahe, an das vanadinsdéurereiche Chromogen des 
Tunicatenbluts (Henze) zu denken. 

Der Aminostickstoff ist auf dem Farbstoff anhaftendes EiweiB zu 
beziehen, dessen Aminoséuren bei der Hydrolyse frei gemacht sind. Nach 
der Hydrolyse war ein ausgesprochen peptischer Geruch vorhanden. Da 
der Aminostickstoff nicht etwa dem Farbstoff als solehem zukommt, ist 
anzunehmen. Wiirde es sich um einen gallenfarbstoffahnlichen Kérper 
handeln, so fehlt der nach van Slyke bestimmbare Aminostickstoff. Die 
weitere Untersuchung hat ergeben, daB es sich um einen indigoiden Farbstof/ 
handelt. Auch diesem fehlt der Aminostickstoff. _ 

Der EiweiBgehalt des Rohprodukts ist nicht so groB, daB man 
das Vorliegen eines Chromoproteids annehmen sollte. 

Beim Haémoglobin ist mit einem Farbstoffgehalt von etwa 5°) zu 
rechnen. Bei den neuerdings von Lemberg? eingehender untersuchten Chromo- 
proteiden der Rotalgen betrigt die Farbstoffkomponente fiir das Phycocyan 
etwa 2,2%. In unserem Rohprodukt ist der Farbstoffgehalt schon auf 
weit iiber 50° der aschefreien Masse zu schétzen. Damit ist die Frage 
nicht beriihrt, ob etwa irgendwelche lockeren Beziehungen zwischen dem 
Farbstoff und SchaleneiweiSstoffen bestehen. 


D. Weitere Reinigung des Rohproduktes. 


Der im Vakuum getrocknete Rohfarbstoff ist in seinen Léslichkeits- 
verhaltnissen gegeniiber dem frisch gefallten Farbstoff, infolge seiner 
Colloidnatur, wesentlich verandert. Wahrend der frisch ge‘allte Farb- 
stoff sich schnell und glatt in Saéure (wasserig und alkoholisch) wieder 
auflést, bedarf es bei dem getrockenten Farbstoff langerer Extraktion 
mit siedendem, saurem Alkohol, zweckmaBig im Sozhletschen Ex- 
traktionsapparat, wobei immer wieder etwas frische Salzsiure vom 
Kihler aus zugesetzt werden muB, sobald der Alkohol die Saure aus dem 
zu extrahierenden Material ausgezogen hat. Es hinterbleibt dabei stets 
ein Riickstand, der auch Farbe fest an sich halt. Es handelt sich im 
wesentlichen wohl um denaturiertes EiweiB. 

Der gepulverte Rohfarbstoff wird im Soxhlet mit Alkohol, dem etwas 
konzentriertes HCl zugesetzt ist, extrahiert, bis der Alkohol auch nach 
erneutem Saéurezusatz (vom Kiihler aus) keinen Farbstoff mehr aufnimmt. 
Die alkoholische Lésung wird nach Neutralisation mit Ammoniak auf dem 
Wasserbad stark eingeengt und dann der Farbstoff durch Zusatz von Wasser 
gefallt. Ein erheblicher Teil der Asche (CaO) bleibt in Lésung. Der aus- 


1 M. Henze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 494— 501, 1911; 79, 215 — 228, 
1912; 86, 340—344, 345--346, 1913. 
* R. Lemberg, Liebigs Ann. 477, 195—245, 1930. 


oeegnts 











ke: 
nd 


n- 











ee 


Haliotis-indigo. LOS 


vefallene Farbstoff wird abzentrifugiert und mehrfach auf der Zentrifuge 
mit Wasser gewaschen. Das auBerordentlich voluminése, wasserreiche 
Gel bereitet bei der Verarbeitung viel Miihe; eine Abtrennung gelingt nur 
durch langes, scharfes Zentrifugieren. Der gewonnene Farbstoff wird, wie 
beschrieben, wiederum durch Extraktion mit salzsaurem Alkohol im Soxhlet 
gelést und nach dem Einengen der alkoholischen Lésung mit Wasser gefallt. 

Nach zweimaligem Umfallen erhalt man ein in Lésung rein blaues 
Priparat. In Substanz ist der Farbstoff tiefdunkelblau mit violettem 
Schimmer, fast metallglanzend. Die Aschebestimmung ergab 9,0°, 
Asche (0,0456 g = 0,0041 g Asche). Die Asche besteht jetzt aus Fe, O,. 
Der Eisengehalt ist als Verunreinigung zu betrachten und nicht zum 
Farbstoffmolekiil gehérig. 

Bei den zur Reinigung des Farbstoffs angewandten Prozeduren 
kommt es gleichzeitig zu einer Anreicherung des an sich in kleiner 
Menge in dem Gehiuse vorhandenen Eisens. 


E. Das Reinprodukt. 


Der erhaltene Farbstoff, der natirlich im strengen Sinne nicht als 
chemisches Individuum betrachtet werden kann, erwies sich iiber- 
raschenderweise seinem ganzen Verhalten nach als ein Jndigofarbstoff. 

Schon rein éuBerlich ist er in Farbe und Metallglanz vom gewéhnlichen 
Indigo nicht zu unterscheiden. Durch Oxydation mit HNO, oder H,O, 
wird er zuniachst rot (Isatin) und dann mehr oder weniger vollkommen 
entfarbt. Dies Verhalten bringt die Ahnlichkeit mit dem Verhalten de 
Gallenfarbstoffe bei der Gmelinschen Reaktion. Auch bei Reduktion mit 
Zn und HC! tritt Entfarbung ein. Charakteristisch ist die Eigenschaft 
mit Natriumhydrosulfit zu veriiipen. Ferner unterscheidet er sich vof den 
Gallenfarbstoffen usw. in seinem Verhalten zu konzentrierter Schwefel- 
siure. Wahrend Gallenfarbstoff (Bilirubin) mit konzentrierter Schwefelséure 
sehr rasch unter Braunférbung verkohlt, lést sich unser Farbstoff, ebenso 
wie Indigo, beim Erwaérmen in konzentrierter Schwefelséure mit tiefblauer 
Farbe. Beim langeren Erwarmen geht das Blau ahnlich wie bei Oxydation 
mit HNO, nach dem Violett tiber. : 

Die Eigenschaft, in konzentrierter Schwefelsaure sich mit blauer 
Farbe zu lésen, ist so charakteristisch, daB wir nicht anstehen, auch 
unseren Farbstoff in die Gruppe der Indigofarbstoffe einzureihen. 

Die spektroskopische Untersuchung zeigte fiir die mit Wasser ver- 
diinnte Lésung weitgehende Ahnlichkeit mit einer aus Indigo in analoger 
Weise hergestellte Lésung. Exakte Messungen des um die D-Linie 
herumliegenden Absorptionsbandes sind in Vorbereitung. Eine weitere 
Analogie zu dem gewoéhnlichen Indigo besteht darin, das auch unser 
Haliotisfarbstoff (Haliotisindigo) durch Glucose in sodaalkalischer 
Lésung reduziert wird. 


. 


Wir hoffen, bald iiber die speziellen chemischen Eigenschaften 
des hier skizzierten Reinprodukts berichten zu k6nnen. 
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Vorerst kann gesagt werden, das manches dafiir spricht, daB es sich 
um Indigo selbst handelt, oder um ein einfaches Substitutionsprodukt, 
denn die Farbenahnlichkeit schlie®t nach allen Erfahrungen kom- 
plizierte Substitutionen aus. 

Die Meinung von Schulz, daB es sich um zwei verschiedene Farb- 
stoffe, einen griinen und einen blauen, handelt, ist gegeniiber unseren 
jetzigen Beobachtungen kaum mehr haltbar. Die Hauptbegriindung 
fand sich damals in der Analogie zum Farbenspiel der Gmelinschen 
Reaktion. DaB man tatsichlich direkt aus den Gehausen ausgesprochen 
grine Lésungen bekommen kann, kann auch auf Beimengung gelber 
Farbe, etwa von Eisenchlorid herriihrend, beruhen. 

Es handelt sich hier um fertig vorliegenden Indigo bzw. einen 
indigoiden Farbstoff. Farblose Vorstufen des Indigo sind in der Pflanzen- 
welt weit verbreitet. Auch im Tierkérper sind mehrfach solche farb- 
lose Vorstufen beschrieben. Wir erinnern an die farblose Vorstufe des 
Purpurs, die in der Purpurdriise von Murex und anderen Meeresschnecken 
vorhanden ist und erst nachdem sie aus der Driise entleert ist, ihre 
Farbe bekommt (Friedldnder). Wir erinnern an das Harnindikan, das 
selbst farblos ist und erst sekundar durch Oxydation zu blauem Indigo 
wird. Auch das gelegentliche Auftreten von blauem Indigo im Schweif 
ist auf nachtragliche Verainderungen einer farblosen Vorstufe zuriick- 
zufiihren. In unserem Falle wird man auch anzunehmen haben, dali 
zunachst eine farblose Vorstufe gebildet wird, die dann erst sekundar 
in einer Art VerkiipungsprozeB die Gehauseteile, in denen sie endgiiltig 
lagert, farbt. 

Dhéré und Baumeler gehen bei ihrer eingehenden spektrographischen 
Untersuchung des Pigments von Huliotis rufescens, des Rufescins, auch 
von dem Gedanken aus, daB es sich um einen gallenfarbstoffahnlichen 
Stoff handelt. In der Tat lassen sich ja auch alle Farbennuancen der 
Gmelinschen Reaktion beim Rufescin verwirklichen und zeigt sich 
spektral weitgehende Ahnlichkeit. Trotzdem sind wir der Meinung, 
daB auch hier eine rein chemische Untersuchung ausschlaggebend ist. 
Wir begegnen ja oft genug der Tatsache, daB Tiere, die ganz nahe bei- 
einander im morphologischen System stehen, sich ganz verschiedener 
chemischer Stoffe bedienen, um ahnliche Zwecke zu erreichen. Trotzdem 
méchten wir im vorliegenden Falle bezweifeln, daB hier ein so weit- 
gehender Unterschied vorliegt. Auf alle Faille zeigt die Feststellung 
von Friedlinder, daB gerade bei einer Meeresschnecke die Fahigkeit 
zur Erzeugung eines Indigokomplexes durch spezifische Driisenfunktion 
vorhanden ist. Da das Tryptophan ein integrierender Bestandteil der 
EiweiBstoffe bei héheren Tieren ist, so wird dasselbe auch hier als 
Muttersubstanz des Haliotisindigo zu betrachten sein. 
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Einflu6B der Reaktion des Mediums auf die Regeneration der 
hitzeinaktivierten Peroxydase. 


Von 
S. Pronin. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Chemisch-Technologischen 
Hochschule in Moskau.) 


(Eingegangen am 7. April 1931.) 


Kine Regeneration der hitzeinaktivierten Peroxydase wurde von 
vielen Verfassern beschrieben. 

So gibt Deleano (1) an, da8 eine Lésung der ungereinigten Peroxydase 
des Rettichs (Raphanus) thre oxydierenden Eigenschaften bei fiinf- bis 
zehnminutigem Kochen verloren hatte und sie nach einiger Zeit wieder 
mehr oder weniger herstellte. Gallagher (2) erwarmte,die Lésung der 
Mangoldperoxydase bis 100°, lieB sie kurze Zeit (von'|! bis 5 Minuten) 
bei dieser Temperatur stehen und bemerkte eine Regeneration ebenfalls 
nach 6 Stunden. 

Biedermann und Jernakoff (3) teilten mit, daB die Kartoffelperoxydase 
nach einstiindigem Kochen vollkommen inaktiv wird, daB aber darauf 
die Regeneration eintritt. Gegenwartig ist die Reaktion des Mediums 
beim Studium verschiedener fermentativen Erscheinungen von groBer 
Bedeutung. W. Kulikow und M. Bobkowa (4) zeigten, daB Thermostabilitat 
und Regeneration der proteolytischen Fermente durch die Reaktion des 
Mediums bedingt werden. ; 

Deshalb schien es uns interessant, die Regeneration der Peroxydase 
in Beziehung auf das px des Mediums zu erforschen. 

Als Material der Untersuchung wurde die ungereinigte Peroxydase 
des Meerrettichs (Armoracia rusticana) genommen, da Deleano (1) zeigte, 
daB gereinigte Peroxydase keine Regeneration gibt. Zur Bestimmung 
der Peroxydasewirkung wurde die Reaktion mit Benzidin angewandt ; 
Tschirch und Flick (5) empfehlen dieselbe anstatt der Pyrogallol- oder 
Paraphenylendiaminreaktion wegen ihrer hohen Empfindlichkeit und 
Haltbarkeit. 

Experimentelles. 

Die Wurzeln des Meerrettichs, in einer Fleischhackmaschine zerkleinert. 
wurden innerhalb 24 Stunden mit der doppelten Menge Wasser ausgezogen. 
Der erhaltene Auszug der gesamten Pflanzenmasse wurde durch Leinwand 
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filtriert. Aus diesem Auszuge wurden 7 Volumenteile (Portionen) von je 
500 com genommen, von welchen einige mit n HC] angeséuert und andere 
mit n NaOH alkalisiert wurden; hierauf wurde das px jeder Portion be 
stimmt. Die Daten von Anséuerung und Alkalisierung sind in Tabelle | 
angegeben. 


Tabelle 1. 





Portion oaG omeon PH Anmerkung 
cem ccm 

1 1,2 — 3,2 

2 a os 4.5 unveranderter 
3 - 1,2 5,4 —— 

4 = 2.4 6,8 

5 — 3,6 Sot 

6 4,8 8,6 

7 6,0 9,1 


Es wurde nun die Inaktivierungsreihe fiir einzelne Portionen bereitet ; 
dazu brachte man je 50 cem der zu untersuchenden Portionen in sechs Kolben 
ein und fiihrte die Inaktivierung bei verschiedener Dauer fiir jeden Kolben 
im Kochschen Apparat durch. 


T'abelle Il. 





Inaktivierungsdauer Inaktivierungsdauer 


Kolben Min. N Kolben Min. 
1 5 4 20 
2 10 5 25 
3 15 6 30 


Die Kontrolle wurde gar nicht erwarmt. Nach der Inaktivierung 
wurden die Kolben mit Wasser abgekiihlt und zur Bestimmung der In 
aktivierungsstaérke die Benzidinreaktion ausgefiihrt. Dazu brachte man 
5 ecem des untersuchten Auszuges in kleine Porzellanschalen, fiigte 0.2 cem 
2°%,ige alkoholische Benzidinlésung und danach einen Tropfen 1 °,iges 
Wasserstoffsuperoxyd hinzu. Beim Vorhandensein der Peroxydase entsteht 
eine Farbung (zumeist blau) von gréBerer oder geringerer Intensitat. 

Danach fiigte man in alle Kolben kleine Mengen von Thymol (als 
Antiseptikum) hinzu und lie8 die Kolben stehen. Am dritten, fiinften 
und siebenten Tage fiihrte man die Reaktion mit Benzidin zur Bestimmung 
der Peroxydaseregeneration aus. 

Es ergab sich, daB die Farbenreaktion mit Benzidin bei unseren Ver- 
suchsbedingungen von der Reaktion des Mediums und auch von dem Vor- 
handensein des Thymols abhangt. Ohne Thymol veréndert sich die intensiv 
blaue Farbe im sauren Medium in violett und danach in dunkelbraun 
unter Erhéhung des pu. In Anwesenheit des Thymols findet der Wechsel 
der Nuance der Farbenreaktion deutlicher statt; die blauviolette Farbe 
im sauren Medium geht mit steigendem py in kirschrot und danach in 
dunkelkarminrot iiber. Deshalb ist die etwaige kolorimetrische Abschaétzung 
der Aktivitét der regenerierten Peroxydase nur durch Beobachtung der 
Intensitat der entstandenen Farbung, abgesehen von ihrer Farbe. mdglich. 
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Regeneration der hitzeinaktivierten Peroxydase usw. 


Der Bequemlichkeit wegen fiihren wir folgende Bezeichnungen z 
terisierung der Intensitat der Farbenreaktion ein: 
tief dunkel (blau, violett, rot); die Farbung ersche 
blicklich. 
dunkel; die Farbung erscheint in 1 bis 2 Minuten. 
dunkel: die Farbung erscheint in 5 Minuten. 
deutlich, aber nicht dunkel; in 5 Minuten. 
schwach (himmelblau, rosenfarbig): in 5 Minuten. 
sehr schwach; in 5 Minuten. 
keine Farbung. 


Die Versuchsresultate sind in den Tabellen III bis IX 


Tabelle Ill. 
(PH 3,2.) 


LOY 


ur Charak- 


unt augen 


angeveben. 





Inaktivie- Intensitét der Reaktion 
rungszeit 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 7. Tag 


5 “ <5 
10 _ 
15 — 
20) a 
25 
30 _ 
Kontrolle ++ ++ +-+4 ++ 


Tabelle IV. 
(pu 4,5.) 


Firbung 


blau grau 





Inaktivie- Intensitat der Reaktion 
rungszeit 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 7. Tag 
5 ~— Ss ‘a ron 
10 + + + 
15 ; 
20 - _ 
25 
30 ~ oe 
Kontrolle) ++++4++4+ 4444+ 4444+ +4444 


Tabelle V. 


Firbung 


blau 





(pu 5,4.) 
Inaktivie- Intensitat der Reaktion 
rungszeit $e Farbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 7. Tag 
5 4 4-4 as + 4 
10 ols 4.4. che oh ake -f- -. +4. 
15 — ++ mv ++ 
20 + + + blau-violett 
25 - + 
30 —_— 


Sais) 644464 | 44444 | 44444 | 44454 
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Tabelle VI. 
(pu 6,8.) 




















Inaktivie- Intensitat der Reaktion 
rungszeit _ — Farbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 7. Tag 
5 + +++ +++ +++ 
10 t+t+ ++T +++ violett 
15 _ of. 3 4. 
20 — + ~ - 
25 + + 
30 + + + 
Kontrolle + ++++ ++ tH +++-+4 
Tabelle VII. 
(pu 7,7.) 
Inaktivie- Intensitét der Reaktion 
rungzeit ————_.-— Farbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 7. Tag 
5 t +++ ++ +++ 
10 _ intel aie ++ +++ 
15 + + ++ 
20 + re rot 
25 — - + 
30 pe es 4 
Kontrolle +++ 4 -+++ +++4+4+ ae 
Tabelle VIII. 
(PH 8,6.) 
Inaktivie- Intensitat der Reaktion 
rungszeit =——____—_ a ——— Farbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 7. Tag 
5 t +4 +++ b+ 
10 = ~ ++ aon oe 
15 ids C3 £ oe 
20 — ! ao os rot 
25 - + + + 
30 — t + t 
kKontrolle ++4+4+- +-++4 +++4+ ++4 
Tabelle IX. 
(pu 9,1.) 
Inaktivie- Intensitat der Reaktion 
rungszeit . oe --—- — Firbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 7. Tag 
5 - +4 +4 ++ 
10 - a + ~ 
15 a ~- oi _ 
20 — = anil Te, rot 
25 - we as bins 
30 ~ - wae a 
Kontrolle bf + ++ $+ +44 








Regeneration der hitzeinaktivierten Peroxydase usw. 





Aus diesen Tabellen ersieht man, daS die Regeneration im sauren 
Bereich entweder fehlt (px 3,2, Tabelle I11) oder gering ist (px 4,5, Tabelle IV) ; 
fiir po von 5,4 bis 8,6 (Tabellen V bis VIII) ist sie sogar bei 30minutigem 
Erwaérmen bemerkbar und zuletzt im alkalischen Gebiet (px 9,1, Tabelle IX) 


wieder gering. 


AuBerdem ergibt sich, daB die Intensitét der Reaktion fiir 


den pu-Bereich von 5,4 bis 8,6 (einschlieBlich) in allen Fallen gleich ist; 
nur bei 30minutigem Erwarmen vermindert sie sich bei den Ausziigen 
mit pu 5,4 und 8,6 im Vergleich mit den Ausziigen von py 6.8 und 7,7. 
Auf diese Weise wird ein gewisser pu-Bereich (5,4 bis 8.6) bemerkbar, 
bei dem die Regeneration am intensivsten stattfindet. 

Um genauer die Bedeutung des optimalen py fiir die Regeneration zu 
erklaren, wurde eine neue Versuchsreihe mit langerer Inaktivierungszeit 


(bis 


Medium der Priifung nicht unterworfen wurde. 
Da die Reaktion mit Benzidin nach langdauernder 


ohne Veraénderung. 


1 Stunde) durchgefiihrt, wobei stark saures und stark alkalisches 
Die iibrigen Bedingungen 


Inaktivierung in 5 Minuten sich als schwach ergeben hatte, wurde die 
Farbenbeobachtungszeit der Klarheit wegen bis 30 Minuten verlangert; 
eine noch langere Beobachtungszeit erwies sich als unnétig, da sie eine 


weitere Farbenanderung nicht hervorrief. 
wir die Bezeichungen der 


Intensitaéat der 


zeichnungen sind jetzt folgende: 


x dunkle Farbung, 


erscheint innerhalb 


Dementsprechend veranderten 
Farbenreaktion. 


Diese Be- 


5 Minuten 


dunkle Farbung, erscheint innerhalb 15 - 
dunkle Farbung, erscheint innerhalb ae a - 
deutliche, aber nicht dunkle Farbung. erscheint 
innerhalb . Po ren re 30 
ee schwache Farbung, erscheint innerhalb . . , 30 ma 
e sehr schwache Farbung, erscheint innerhalb . 30 o 


- keine Farbung. 


Die Resultate sind in den Tabellen X bis XIV wiedergegeben. 


Tabelle X. 
(pu 4,5.) 





Inaktivierungs- 





Intensitat der Reaktion 





zeit — — ——__________— —— Firbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 
30 _ an 
40 - : 
50 _ — — 
60 — = 
Tabelle XI. 
(pu 5,4.) 
Inaktivierungs- Intensitit der Reaktion 
zeit Saisaslennapieinpntsaciandiinmeaannliaigtl ~ Farbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 
30 — ee ee 
40 — * © grau-violett 
50 — om 


60 








rs = 
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Tabelle X11. 
(pu 6,8.) 











Inaktivierungs- Intensitét der Reaktion 
zeit - ———_——— Farbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 
30 = om Se x xX & 
40 and x xX xX x violett 
50 on x > 
60 - 
Tabelle XIII. 
(pu 7,7.) 
Inaktivierungs- Intensitit der Reaktion 
zeit Lanubensines Firbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 
30 - oxy x x xX 
40 — x x Xx rot 
50 — x x 
60 — os 
Tabelle XIV. 
(pu 8,6.) 
Inaktivierungs- Intensitit der Reaktion 
zeit ieniteatginiei - Farbung 
Min. Sofort 3. Tag 5. Tag 
30 — x 
40 -— ee ee rot 
50 a : rs 
60 : * 


Aus diesen ergénzenden Versuchen ergibt sich, daB das Optimum de 
Regeneration dem Auszug mit px 6,8, d.h. fast dem Neutralpunkt, ent 
spricht. Es ist bemerkenswert, daB W. Kulikow und M. Bobkowa (4) eine 
ahnliche Erscheinung fiir proteolytische Fermente gefunden haben. 


Zusammenfassung. 


Die Regeneration der hitzeinaktivierten Peroxydase des Meer- 
rettichs findet meist vollkommen in dem nahe dem Neutralpunkt 
liegenden px-Bereich statt. 


Literatur. 


1) Deleano, diese Zeitschr. 19, 266, 1909. — 2) Gallagher, Biochem. 
Journ. 18, 39, 1924. — 3) Biedermann u. Jernakoff, diese Zeitschr. 150. 
477, 1924. — 4) W. Kulikow u. M. Bobkowa, Zeitschr. f. exper. Biol. u. Med. 
25, 147, 1928 (russisch). — 5) Tschirch u. Fliick, Pharm. Acta Helv. 3, 
140 — 146, 1928. 
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Uber Glykolyse und Amylolyse im Muskel nach Ermiidung. 
Von 
E. Beeeari. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der K. Universitat Bologna, Italien!.) 
(Eingegangen am 11. April 1931.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im folgenden seien einige Versuche mitgeteilt, die zur Priifung der 
amylolytischen Fahigkeit des Muskels bei der Ermiidung angestellt 
worden sind, nach der, unter Wirkung frischer Muskelsubstanz und bei 
gleichzeitiger Anwesenheit von Starke, eine gewisse Menge reduzierender 
Stoffe entstehen soll. Da aber auch glykolytische Vorgange stattfinden, 
so ist gleichzeitig das Spaltungsvermégen des Muskels hinsichtlich zu- 
gesetzter Glucose in Betracht gezogen worden. 

Die Arbeit, die auf Vorschlag und unter Leitung von Prof. J. Novi 
ausgefiihrt wurde, beschaftigt sich in ihrem ersten Abschnitt mit der 
theoretischen Méglichkeit, die glykolytische und die amylolytische 
Fahigkeit des Muskels einfach durch Zuckerbestimmungen zu messen ; 
im zweiten und dritten Teil werden beide Vorginge experimentell 
untersucht. 

Zur Technik der Versuche. 

Fiir die Untersuchungen wurden weiBe Maéuse aus demselben Wurf 
verwandt, von denen durch Entbluten so viele auf einmal getétet wurden, 
bis die fiir alle Kontrollen geniigende Fleischmenge erreicht war. 

Die Ermiidung wurde bei lebenden Tieren elektrisch erzeugt (1 Sekunde 
dauernde, sich mit gleichdauernden Stillstanden abwechselnde, fiir 20 Minuten 
durehgefiihrte Reize von sinusoidalem Strom); sofort nach dem Tode wurden 
Bein- und Riickenmuskulatur unter den itiblichen Kautelen abprapariert, 
dann abgeschnitten, durch eine eisgekiihlte Fleischhackmaschine und einen 
sterilen Moérser sofort zerkleinert und in méglichst frischem Zustande zum 
Versuch verwandt. 5g Muskelbrei wurden in 30 bis 40 cem isotonischer 
Kochsalzlésung ohne Puffer suspendiert und mit oder ohne Kohlenhydrat- 


1 Die wichtigsten Tatsachen dieser Arbeit wurden bereits auf der 
Italienischen Gesellschaft fiir experimentelle Biologie (Abteilung Bologna 
Sitzung am 17. Dezember 1930) vorlaufig mitgeteilt. 
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zusatz in den Thermostat bei 37° gebracht. Diese Muskelsuspensionen 
wurden danach in bestimmten Zeitraumen mit saurem Quecksilbernitrat 
oder mit Phosphorwolframsaéure enteiweiBt; bei den ersten, nach Queck- 
silberbefreiung durch Schwefelwasserstoff und Durchliiftung, wurde der 
Zuckergehalt nach der alten Liebig-Knappschen Makromethode bestimmt ; 
wéhrend bei den letzten die Zuckerbestimmung nach Folin-Wu ausgefiihrt 
wurde. 


Die Wasserstoffionenkonzentration. 


Vor und nach jedem Versuch habe ich mit Hilfe der Clarke und Lubs- 
schen Indikatorenmethode die Reaktion gepriift; wie die Tabelle I zeigt, 
ist bis zu der vierten Stunde die Schwankung der [H ] sehr gering, d. h. der 
Wert der Wasserstoffzahl der Muskelsuspensionsfliissigkeit ist trotz Puffer- 
abwesenheit fast konstant: es findet also dabei keine bemerkbare Bildung 
von Milchséure statt. Nach 4 Stunden von Aufenthalt im Thermostat fangen 


Tabelle I. 


Pufferungsvermégen der untersuchten Muskelbreie. @ = ohne Kohlen- 
hydrat; 6 = mit Glucose; c = mit Starke. 





Pu der Muskelsuspensionsfliissigkeit 


Bei 37°C Pu der q der maa. ee : ree 

Glucoselésung Stirkelésung _ Normal — -omaas. eadt Nach Ermidung 

Std. a b c a b c 
0 7,4 7,5 64 64 64 655 65 65 
1 7,6 7,6 6,4 6,4 6,4 6,65 6,5 6,6 
2 7.6 7,6 6,4 6,4 6,5 6,5 6,5 6,5 
3 7,6 7,6 6,4 64 6,3 6,6 6,5 6,5 
+ 7,4 7,6 6,4 6,4 6,4 6,6 6,5 6,5 
5 7,6 7,7 6,2 6,3 6,3 6,3 6,3 6,3 
6 7,6 7,6 6,1 5,3 6,2 6,3 5,9 5.6 

4 


Faulnisprozesse an, und gleichzeitig mit der Zunahme von CO,, H,S und 
niedrigeren Fettséuren ist eine Abschwachung des Zellinhaltspufferungs- 
vermégens und eine Verminderung des px zu konstatieren. 


Zwischen normaler und ermiideter Muskulatur ist merkwiirdigerweise 
kein wesentlicher Unterschied hinsichtlich der py-Werte wahrzunehmen ; 
das ist wahrscheinlich der Tatsache zuzuschreiben, daB die sich im Verlauf 
des Ermiidungsvorganges gebildete Séiure wegen der unberiihrt erhaltenen 
Kreislaufbedingungen sich ins Blut ergossen hat und durch das Entbluten 
der Tiere ganz abgeleitet worden ist. 


Berechnung der glykolytischen Koeffizienten. 


Ob die glykolytische Wirksamkeit des Muskels gegeniiber seiner eigenen 
Kohlenhydratmenge auch gegeniiber zugesetzter Glucose auszudehnen sei. 
wird durch folgende einfache mathematische Bemerkungen gezeigt; diese 
werden auch dazu dienen, das experimentelle MeSverfahren bei meinen 
Versuchen zu erklaéren. 


Die Umwandlung eines Stoffes a steht fest, sobald bekannt ist, welchen 
Wert die umgewandelte Substanz 2 oder die riickstandige Substanz y in 








on 
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jedem Augenblick betragt. Sei z. B. die Reaktionsgeschwindigkeit nach 
dem Gesetz der chemischen Massenwirkung in jedem Augenblick dem 
Produkt ihrer Konzentrationen proportional, also 


dr 

— k(a— 2), 

‘dt ( ) 

so ist, nach Trennung der Variablen, Integration usw. : 
z2=a (l—e—*t) und y = ae—#t, 


und im allgemeinen, was auch das Reaktionsgeschwindigkeitsgesetz sei. 
wird immer 


z=-a(l—k); y ak; 2 y (1) 


wobei k eine Funktion der Zeit ¢ ist, die man fiir jeden chemischen bzw. 
enzymatischen ProzeB nach seiner eigenen Kinetik berechnen kann. 

Es sei nun a4 eine Konstante, die wir mit 6 bezeichnen. Die ent 
sprechenden Werte von x und y werden dann: 


Ly b(l1—k);s y, bk; 2, ¥, ——: (2) 


Wenn dagegen a eine von u abhiangige Variable ist, so daB 
a=vu (1 — k’) 
ist, so wird aus den Gleichungen (1): 
xz, =u (1 —k’) (1 — k), 
yp =u (1 — k’)k, 
(1 —k’) (1—k) 1 
“a= 2 “(1 —¥)k i a 


= 


Endlich sei a = b + u(1 hk’), also die Summe einer Konstante mit 
einer variablen Substanzmenge; aus den Gleichungen (1) folgt 

Ls [b u (1 k’)} k) b(1 ky) +u(l ky (1 k), 

y, =(b+u(l k’)| k = bk b(1 ryR 
und durch Einsetzen der Werte aus den Gleichungen (2) und (3) er- 
halten wir 

Ls zy Ze. Ys Y¥, + Ye (4) 

und auch 


Aus allen diesen Gleichungen folgt schlieBlich 


% _ %3__ % 1—k 
¥: %Ys Ys Bik 


d.h. die Menge der umgewandelten Substanz ist von der Konstanz odet 
Variabilitat der Gesamtmenge a unabhangig; sie kann berechnet werden 


l k 
wenn @ und y, oder y und 7 bekannt sind; umgekehrt kann man k aus 2 


und y oder aus 4 und y oder auch aus a und «x bestimmen. 
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Wenn ich nun mit 
u = das Muskelglykogen, 
b = die zugesetzte Glucose, 
u (1 — k’) = die aus wu entstandenen reduzierenden Kohlenhydrate, 
auf Glucose berechnet, 
a=b+u(1—k’) = die gesamten an der Glykolyse teilnmehmenden Kohlen- 
hydrate, auf Glucose berechnet, 
x, = aus 5 zersetzte la ’ 
y¥, = aus b riicksténdige | ““4°°°* 


x, = aus u (1 — k’) zersetzte ) Kohlenhydrate, auf 
Y. = aus u (1 k’) riicksténdige | Glucose berechnet, 


x,und y, = aus a zersetzte bzw. riickstaéndige Kohlenhydrate, 
wie oben, 
t = die Zeit des Aufenthalts im Thermostaten 
bezeichne, so kann die Menge = leicht gemessen werden, da aus den Glei- 
chungen (1) folgt 
a+y, =b(1—k)+bk=b 
und 
m,=6b "13 
aber aus (4) folgt 
Y¥, = Ys Yo 
und durch Einsetzen erhaélt man 


a= b — (Y¥, Yo) } 


= b+ yo — Ys, | 7) 
worin 6, y, y; die experimentell meBbaren GréBen sind. 
Aus (1) und (5) folgt schlieBlich 
k= a (6) 


Hiernach wurde die glykolytische Fihigkeit der normalen und er- 
miideten Muskelsubstanz berechnet.’ (Fiir die Messung des Zuckerschwunds 


‘ siehe auch Gigon und Hoagland.) 


Was nun den analytischen Ausdruck des Koeffizienten / als Funktion 
der Zeit ¢ betrifft, mu8B man in Betracht ziehen, daB es sich bei den 
Spaltungen, die Monosaccharide und héhere Kohlenhydrate unter de 
Einwirkung von Fermenten erleiden, um Stufenreaktionen handelt, bei 
denen die Reaktionsgeschwindigkeit sich aus einer Reihe von Teilvorgéngen 
zusammensetzt. Von der genauen Kenntnis, welcher Art die einzelnen 
Vorgiinge bei der Glykolyse sowie bei der Amylolyse sind und mit welchen 
Geschwindigkeiten sie durchlaufen werden, ist man noch weit entfernt: 
iibrigens sind einige dieser Folgewirkungen, wenigstens zum Teil, reversibe! 
(vgl. Meyerhofsche Reaktion). Aus diesen Hauptgriinden sind in folgenden 
Abschnitten nur die absoluten Werte der Koeffizienten k mitgeteilt worden. 


Ergebnisse tiber Glykolyse. 


Versuch 1: 5g Muskelbrei + 35 cem isotonische Kochsalzlésung bei 
37°C; reduzierende Stoffe als Glucose berechnet, siehe Tabelle IT, y,. 
9o 


Versuch 2: 5cem 2° ige Glucoselésung + 35 eem Kochsalzlésung bei 


37°C; wiedergefunden, siehe Tabelle II, b. 
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Versuch 3: 5g Muskelbrei + 5cem 2°, ige Glucoselésung + 30 com 
isotonische NaCl-Lésung, bei 37°C; gefunden, siehe Tabelle II, ys. 
Tabelle II. 


Berechnung des glykolytischen Koeffizienten bei normalem Muskel. 
Erklarung im Text. 





Aus den Gleichungen (5) und (6) 








Bei 37°C Gemessene Mengen berechnete Mengen 
Std. > | » | ws a ad a ee 
0 10,06 1,69 7,85 6,16 3,90 0,61 
1 9,97 2,43 6,42 3,99 5,98 0,40 
2 9,97 3,33 6,91 3,58 6,39 0,36 
3 9,958 4,03 7,90 3,87 6,08 0,39 
4 10,12 3,86 9,01 5,15 4,97 0,51 
5 9,92 2,06 9,69 7,63 2,29 0,76 
6 10,06 0,38 4,53 4,15 5,91 0,41 


Versuche 4 bis 6: Wie Versuche | bis 3, aber mit ermiideter Muskel- 
substanz. Die entsprechenden Werte sind in Tabelle [II zusammengestellt. 
Alle Zahlen sind in Zentigramm ausgedriickt. 

Die Reduktionskraft bei den Versuchen 1, 3, 4, 6 setzt sich tatsachlich 
zusammen aus der Reduktion von Glucose, Maltose und héheren Saccha- 
riden; das bedeutet aber nicht, daB die aus der ganzen zugesetzten Glucose 
riickstandigen reduzierenden Stoffe ganz anders als auf Glucose zu beziehen 
sind, da hier die Mengen 2, und y, gerade aus Differenzen berechnet 
worden sind. 


Tabelle III. 
Berechnung des glvkolytischen Koeffizienten bei ermiidetem Muskel 
Erklarung im Text. 





Auf Grund der Gleichungen (5) und (6) 


Bei 37°C Gemessene Mengen berechnete Mengen 
Std. eng b . v2 Ya y 7 2 kK 
0 10,06 0,37 10,32 9,95 0,11 0,99 
1 10,00 0,58 10,49 9,91 0,09 0,99 
2 10,06 0,55 10,34 9,79 0,27 0,97 
3 9,97 1,05 9,46 8,41 1,56 0,84 
4 9,92 0,97 10,45 9,48 0,44 0,95 
5 10,00 0,57 10,44 9,87 0,13 0.98 
6 9,958 0,38 6,28 5,90 4.05 0,59 


Aus den Tabellen I} und IIL geht hervor, daB die ermiidete Muskel- 
substanz, unbeeinfluBt von der Reaktion des umspiilenden Milieus, ein 
geringeres Vermégen im Hinblick auf die Glucosespaltung besitzt als die 
unermiidete. Ob es sich hierbei um eine hemmende Wirkung der sogenannten 
Ermiidungsgifte oder um eine quantitative Verminderung der Enzyme 
handelt, kann man natiirlich nicht definitiv feststellen. 


Dagegen braucht die Reduktionskraft bei den \Versuchen | und 4 keiner 
besonderen Erklarung, da sie sich aus den aus Muskelglykogen entstandenen 
reduzierenden Kohlenhydraten zusammensetzt: sie ist sicherlich beim er 








118 E. Bececari: 


mudeten Muskel viel kleiner, weil hier wahrend der Arbeit das Glykogen 
zum gréBten Teil schon verbrannt ist. Diese Ergebnisse decken sich daher 
genau, z. B. hinsichtlich der Glykolyse nach Ermiidung u. a., mit den zahl- 
reichen Versuchen O. Meyehofs und seiner Schule. Was nun den Verlauf 
der Glykolyse bei ermiideter sowie bei unermiideter Muskulatur betrifft. 
der durch die graphische Darstellung der Koeffizienten k in Abb. 1 und 2 
zum Vorschein kommt, mu8B ich mich vorléufig nur auf Hypothesen be- 
schrénken. 

Da diese Kurven denkbar sind als Resultante zweier entgegengesetzte1 
und umgekehrter Vorgénge (welche in Abb. 1 und 2 durch gestrichelte 
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Graphische Darstellung der 


glykolytischen Koeffi- 
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zienten bei normaler =a ee 
(Abb. 1) und bei ermiideter Stunden 
(Abb. 2) Muskulatur. Abb. 2 


Linien ausgedriickt wurden), kénnen hier einige Méglichkeiten in Betracht 
gezogen werden, und zwar die in der Zeit verinderliche Anwesenheit von 
Zwischenstufen der aus dem Glykogen gebildeten Kohlenhydrate, oder die 
ungleiche Verteilung des Zuckers in dem freien Medium und dem Boden- 
kérper der Muskulatur, die den Zucker adsorbiert; ferner das gleichzeitige 
Verlaufen von reversiblen Vorgiéngen. 

Ich werde bei der Fortsetzung dieser Arbeiten auf diese Beziehungen 
noch besonders eingehen. 


Berechnung und Ergebnisse iiber Amylolyse. 


Versuch 7: 5cem 2° ige Starkelésung (lésliche Starke) + 35 ccm 
Kochsalzlésung, bei 37°; wiedergefunden, siehe Tabelle IV, a. 

Versuch 8: 5g Muskelbrei + 35 ccm isotonische Kochsalzlésung, bei 
37°C; reduzierende Stoffe, als Glucose berechnet, siehe Tabelle IV, 5. 

Versuch 9: 5g Muskelbrei + 5cem 2°,ige Starkelésung + 30 ccm 
isotonische NaCl-Lésung, bei 37°; wiedergefunden, siehe Tabelle IV, c. 


Versuche 10 bis 12: Wie Versuche 7 bis 9, aber mit ermiideter Muskel- 
substanz; siehe auch Tabelle IV. 

Die Gesamtmenge ¢ wiirde sich hierbei zusammensetzen aus der aus 
den muskeleigenen héheren Kohlenhydraten (Glykogen) und aus der durch 
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Tabelle IV. 


Ergebnisse der Amylolyse, berechnet fiir 5g Gewebe und l0cg Starke. 
Erklarung im Text. 





Bei 37°C Normal Nach Ermiidung 
Std. a : : —s c a = b 7 c 
0 0,07 1,66 3,15 0,09 | 0,56 6,16 
1 0,09 1,20 3,64 011 | 0,61 6,02 
2 0,15 2,31 4,80 0,11 0,87 6,92 
3 0,13 2,38 5,37 0,09 0,85 7,11 
4 0,09 2,84 5,83 0,08 0,69 6,70 
5 0,06 0,36 5,22 0,06 0,22 6,02 
6 0,15 0,36 4,46 0,07 0,41 5,72 


zugesetzte Starke gebildeten Zuckermenge (bzw. b und x) (Lohmann); 
auBerdem ist das kleine Reduktionsvermégen a abzurechnen, das jede 
organische Substanz besitzt, soweit man sie gereinigt erhalten mag. 

Es wiirde also x = c (a + b) sein; diese Mengen sind in der Ta 
belle V durch A und B bezeichnet und in Abb. 3 dargestellt. 

Aus der Tabelle wiirde nun zu ersehen sein, daB die rohe, aus der 
Starke gebildete Zuckermenge fiir die ermiidete Muskulatur etwas gréBer 
ist als fiir die normale: man kénnte daraus herleiten, daB die amylolytische 
Wirksamkeit des Muskels nach Ermiidung vergréBert ist. 

Aber die experimentell direkt gemessenen Kohlenhydratmengen A 
und B kénnen nicht die richtigen Werte liefern, welche der Amylolyse 
gehéren, denn die in jedem Augenblick durch Hydrolyse gebildeten Zucker- 
mengen sind im unmittelbar nachfolgenden Augenblick auch der Glykolyse 
unterworfen. 

Waren die einzelnen Teilvorgange, welche bei diesen enzymatischen 
Spaltungen mitwirken, vollstandig bekannt, so kénnte das letzte Problem 
leicht analytisch entwickelt und quantitativ gelést werden; davon ist 


Tabelle V. 


Amvlolvysevergleichung zwischen normalem und ermlidetem Muskel. 
yioly 7 





Bei 37°C Normal Nach Ermiidung Differenz 
on. | ae Gar eZ ( B kp D oO 

0 1,42 0,61 2,32 5,51 0,99 5,56 3,24 

1 2,35 0,40 5,87 5,30 0,99 5.35 0.52 

2 2.34 0,36 6,50 5,94 0,97 6,12 0,38 

3 2.86 0,39 7,33 6,17 0,84 7,34 0,01 

+ 2,90 0,51 5,68 5.93 0,95 6.24 0.56 

5 4.80 0.76 6.31 5,74 0,98 5.85 0,46 

6 3,95 0.41 9.63 5,24 0.59 8.88 0.75 


A und B = gemessene aus Starke gebildete Kohlenhydratmengen, 

k, k, = glykolytische Koeffizienten (siehe Tabelle IIT und ITI), 

CC .,. D = auf Grund der Formeln C A/k, und D Bik, berichtigt« 
Mengen. 








——— es 
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man aber noch sehr weit entfernt, so daB ich die gemessenen Mengen A 
und B einfach mit k—' multipliziert habe, worin k, und k, die im vorigen 
Abschnitt berechneten glykolytischen Koeffizienten sind. 

Diese berichtigten Zuckermengen sind durch C und D in der Tabelle V 
und durch | und 2 in Abb. 4 dargestellt. 
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Amylolyse bei normalem 
(Kurve 1) und bei ermiidetem .. 2! ie 
(Kurve 2) Muskel: Stunden 
Abb. 3 = direkt gemessene Abb. 4 
Glucosemengen ; Abb. 4== darch 
die glykolytischen Koeffizienten 
berichtigten Glucosemengen. 


Resultat: Kein wesentlicher Unterschied, wie die Differenz (C — D) 
zeigt, zwischen normalem und ermiidetem Muskel hinsichtlich der hydro- 
lytischen Wirksamkeit gegeniiber zugesetzter Starke. 

Unabhangig davon ist auch hier zu ersehen, daB es sich bis zu 3 Stunden 
um eine Steigerung und von 3 bis 4 Stunden 30 Minuten um eine Ver- 
minderung des amylolytischen Vermégens des Muskels handelt; danach 
tritt Garung durch Gérungserreger ein. 

Auch hier kann man, was den Verlauf des Amylolyseprozesses betrifft. 
seine Zuflucht zu Hypothesen nehmen; ich méchte aber nicht aus einigen 
Beobachtungen, zu deren genauerer Analyse man sich noch anderer Versuchs- 
technik bedienen miiBte, weitgehende Schliisse ziehen. 


Zusammenfassung. 

Selbstverstandlich ware es verfriiht, aus diesen Versuchen solche 
Schliisse ziehen zu wollen, welche den EinfluB der Ermiidung auf das 
glykolytische und das amylolytische Vermégen des Muskels definitiv 
erlautern, da man vor allem ja gar nicht mit Sicherheit sagen kann, ob 
dieselben Prozesse im lebenden ‘Tiere ebenso verlaufen wie im 
Reagenzglas. Vielleicht kann auch die Anwesenheit von Gewebezellen 
in Muskelbrei nicht ohne EinfluB sein (Albertoni, Stiven); ferner kann 
der elektrische Strom eine Art Ermiidung bewirkt haben, welche 
sehr verschieden von der natiirlichen Arbeitsermiidung sein kann. 
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Als allgemeines Ergebnis der hier angefiihrten Versuche laBt sich 
also folgendes feststellen: Die Messung der reduzierenden Stoffe bei 
mit ungepufferten Kochsalzlésungen hergestellten Muskelbreien zeigt, 
daB die amylolytische Wirksamkeit unverandert bleibt, die glykolytische 
dagegen nach elektrischer Ermiidung abnimmt. 

Diese Wirkungen sind von Verainderungen der Wasserstoffionen- 
konzentration unabhangig; zu einer feineren Analyse dieser Erschei- 
nungen, und zwar in bezug auf den zeitlichen Verlauf der glykolytischen 
Koeffizienten, sind weitere Versuche nétig. In diesem Sinne werden 
diese Untersuchungen fortgesetzt. 
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Einflu6 der Struktur auf die Kinetik der Desmolasen. 


System Harnsiure, iiberlebende Leber. 


Von 
St. J. v. Przylecki und E. Mystkowski. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 14, April 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In dem zweiten Teil! dieser Untersuchungen wurde nachgewiesen, 
daB die Strukturvernichtung des Nieren- oder Leberbreies eine Be- 
schleunigung der Zersetzung der zugesetzten U* hervorruft. Da aber 
der Gewebebrei sich in vielem von dem intakten Gewebe unterscheidet. 
so wollen wir in dieser Arbeit, um uns physiologischen Zustanden 
méglichst zu naéhern, zu der Analyse des Einflusses der Struktur- 
vernichtung auf das tiberlebende Organ iibergehen. Auch hier werden 
wir zwei Einwirkungsarten untersuchen, und zwar die mechanische 
und die chemische, die durch die Alkoholeinfiihrung hervorgerufen wird. 


Methodik. 


Als Untersuchungsorgan wurde stets die isolierte Froschleber an- 
gewandt. Sie wurde nach der Methode von Fréhlich und Pollak mit Brémser- 
lésung* durchgesptilt. Die Héhe der Wasserséule war immer 80cm. Bei 
jedem Experiment wird die Geschwindigkeit der Durchspiilung angegeben 

Wenn Harnséurelésung eingefiihrt wurde, wurde eine doppelt kon 
zentrierte Brémserlésung mit dem gleichen Volumen von Na-Uratlésung 
von pH = 7,5 gemischt. Wenn Alkohol zugesetzt wurde, gebrauchten wi! 
eine 1,0- bis 1,5°,ige Lésung yon Propylalkohol. 

Bei mechanischer Strukturvernichtung verglichen wir die Geschwindig 


ES << SLU mh 


keit der U-Zersetzung in der isolierten, intakten und der mit Quarzsand 
im Morser zerriebenen Leber. 

Die Harnsaéure wurde iiberall nach der Methode von Folin-Denis ode 
Folin-Wu in der Durchspiilungsfliissigkeit bestimmt. 


1 St. J.v. Przylecki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 234, 1929. 
* U = Abkiirzung fiir Harnsaure. 
2 S. Barkan, Ph. Brémser u. A. Hahn, Zeitschr. f. Biol. 74, 1, 1921. 
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Sorption und Elution der Harnsdure. 


Um die Anderungen, denen die eingefiihrte Harnsiure unterliegt, 
zu erkennen, muBten wir zuerst die Natur der Verinderung kennen- 


lernen. Da wir iiberall die Umwandlung der U durch die Bestimmung 


der U in der Brémserlésung untersuchten, miissen wir zwischen der 
sorbierten und zersetzten Harnsaure unterscheiden. 


Wir gebrauchten die folgende Methodik, um den Sorptionsgrad zu 
bestimmen: Das isolierte Organ wurde mit einer Brémserlésung, die stets 
gewechselt wurde und die nur einmal das Organ durchfloB und 15 bis 


50 mg-°, U enthielt, durchgespiilt. Die Geschwindigkeit wechselte zwischen 
300 und 400 cem pro Stunde. 

Die Lésung, die in den Zeitabstanden von 3 bis 15 Minuten gesammelt 
wurde, wurde auf ihren U-Gehalt analysiert. Auf diese Weise erhielten wir 
die in der Tabelle I und Abb. 1 zusammengestellten Resultate. Wir ersehen 
daraus ein starkes Verschwinden der eingefiihrten U, und zwar nur in den 
ersten 10 bis 20 Minuten. Dann aber bleibt die Konzentration der Durch- 
spiilungsfliissigkeit ohne Veraénderung und der Ausgangslésung fast imme 
gleich. Der Prozentsatz der verschwundenen U kann in den ersten 5 Minuten 
bis 50°, der Ausgangskonzentration bilden. 


Was geschieht mit der verschwundenen U? 

Sie kann entweder einer Zersetzung unterliegen, oder aber sorbiert 
werden. Um zu entscheiden, ob hier eine Zersetzung, eine Sorption 
der U oder die beiden Prozesse gleichzeitig vor Sich gehen, fuigten 
wir eine bestimmte Menge Alkohol der Brémserlésung zu. 


Zu diesem Zwecke wurde das vorhergehende Experiment wiederholt. 
Nachdem ein Gleichgewicht zwischen der Durchspiilungsfliissigkeit und der 
Ausgangslésung erhalten war, wurde eine Brémserlésung, die dieselbe 
U-Konzentration, aber auBerdem 1,0 bis 1,5°, Propylalkohol enthielt, ein- 
gefiihrt. Auch hier wurde die in den Absténden von 3 bis 10 Minuten aus- 
flieBende Lésung separat gesammelt und analysiert. Die erhaltenen 
Resultate (Tabelle I und Abb. 1) zeigen uns, daB wir nach dem Alkohol 
zusatz fast die ganze verschwundene U zuriickerhalten. 

Um uns zu tiberzeugen, ob der Harns&éurezuwachs nicht durch eine 
Elution der vor dem Experiment in dem Organ vorhandenen U hervor 
gerufen wird, wurde das vorliegende Experiment ausgefiihrt: Eine frische 
Leber wurde !. Stunde mit einer Lésung, die keine U enthalt, durchgespiilt. 
Dann wurde dieselbe Lésung, die aber 1,3°,, Propylalkohol enthielt, zur 
Durchspiilung verwandt. Alle 10 Minuten wurde eine Portion zur U 
Bestimmung gebracht. Das erhaltene Resultat zeigt, daS man sowohl 
in der Lésung ohne, wie auch mit Alkohol keine bestimmbare Menge von 


U feststellen kann. 
Die erhaltenen Resultate machen es sehr wahrscheinlich, daB die 


in den ersten Minuten verschwundene U fast nur der Sorption unter- 


liegt. Die Geschwindigkeit, mit der die U durch die Leber zersetzt 
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Tabelle I. 


Harnsauresorption. 





— Zeit in Minuten vom Anfang des 0), der mg U U-Konzen- 9), 
— Experimentes mit alkoholfreier Liisung UV. die — — des 
L, dure er _ 
Leber |——_¥#—_-_——— er! = ——|| sorbiert lg Alkohol- a 
g 0 3 5 10 2 «30 40) «60 war Leber lésung 


mg U in 1 eem 











3,0 | 0,16.0,10 0,10 0,14 0,16 38 1,8 0,16 1.5 
2,7 | 0,32/0,225 0,26 0,32 0,32 30 1,8 0,32 1.0 
2.2 0,300,16 0,27 0,30 0,30 47 1,8 0,30 1.0 
24 015 — | 0,07 0,1250,15 0,15 54 1,6 0,15 1,5 
Ge- Zeit in Minuten vom Anfang der 0/9 der mg U 
— Durchspiilung mit der Alkohollésung U die aus 
er : F 1g Leber 
Leber | ‘axed Yanan —_—_—_——__——|| die eluiert eluiert 
g | 3 5 10 13 15 | 2 30 | 40 | 60 wurden wurden 
mg U in 1 cem 
3,0 — | 0,26 0,22 — | 0,18 0,16 0,16 63 1,97 
2,7 1042; — 0,36! — = 0,82 '0,32 0,32 32 1,52 
2.2 0,43 — 033 — 0,30 0,30 43 1,77 
2.4 — (0,25 017 — 0,148 0,148 0,148 


Alkoholfrere Lésung I \ 15% Propyla/koho/ 
/ ° OA 
p RNN s. & 


2 UW OW HX WSU B0 BH W KH W 














Zot in Minuten 


Abb. 1. 


wird, ist zu gering, um eine nachweisbare Differenz zwischen der Aus- 
gangs- und der durchspiilten Fliissigkeit nachzuweisen. 

Wie wir in den weiteren Teilen dieser Arbeit zeigen werden (S. 127), 
wird durch 1g der iiberlebenden Leber 1,3 mg U in 1 Stunde zersetzt. 
In der Mehrzahl der Fille wog eine Leber 2,3 bis 3,5 g. Die ganze Leber 
zersetzte in 1 Stunde 2,5 bis 5 mg. Die Ausgangslésung enthielt 400 ccm 
und in l ccm 0,2 bis 04mg U. Die Summe der in der Lésung ent- 


haltenen Harnsaure betrug 80 bis 160mg U. Die zersetzte U-Menge = 3 
bis 5°, der eingefiihrten. Es ist dann kein Wunder, daB wir nach der 
Durchspiilung mit der Propylalkohollésung fast die ganze Harnsiure 
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durch Elution aus der Leber hervorholen. Wenn wir dagegen die Leber 
mit einer wenig U enthaltenden Alkohollésung langsam durchspiilen, 
beobachten wir ein kleines Verschwinden der U. Dieser ProzeB ist 
keine Sorption, sondern eine Zersetzung. Z. B. anstatt 0,16mg U 
in 1 cem beobachteten wir 0,155. Die Differenz liegt aber fast im Be- 
reich der Fehlergrenze der Bestimmung. 

Die vorstehenden Experimente kénnen uns keine Angaben iiber 
die Lokalisation der sorbierten U geben. Die Methode erlaubt uns 
aber, die ganze sorbierte U zu bestimmen, was fiir unsere weitere Ana- 
lyse wichtig ist. 

Aus der Tabelle I sehen wir auch, daB der Prozentsatz der sor- 
bierten Harnséure um so kleiner ist, je gréBer ihre Konzentration in 
der Durchspiilungsfliissigkeit. Die Menge der sorbierten U in 1 g ist 
nicht tberall dieselbe. Wir kénnen aber keinen Parallelismus zwischen 
der AuBenkonzentration und der pro 1g Leber sorbierten U-Menge 
konstatieren. 

Wenn wir nach einstiindigen Durchspiilen mit U-haltiger Lésung 
eine U-freie Lésung anwenden, dann sehen wir einen Teil der U 
mit der Lésung ausflieBen. 


Die Anderung in der Verteilung der Urikase (innerhalb und auferhalb der 
Zellen). 

Der Zweck der nachsten Untersuchung ist die Auffindung der 
Lokalisation der Harnséurezersetzung. 

Wir konstatierten schon, daB der zugesetzte Alkohol eine eluierende 
Wirkung auf die Harnséure ausiibt. Was fiir einen EinfluB hat der- 
selbe auf die Urikaseverteilung ? 

Unsere Methoden waren zu grob, um uns die Veradnderungen, 
denen die Urikase in den Zellen selbst unterliegt, zu zeigen (Sorption 
auf verschiedenen Solen und Gelen, Elution usw.). Wir konnten aber 
untersuchen, ob es nicht méglich ware, die Verteilung innerhalb und 
auBerhalb der Zelle zu vergleichen. Wir benutzten dazu folgende 
Methode : 


Die isolierte Leber wurde mit einer Lésung, die keine U enthielt, 
15 Minuten lang durchspiilt, dann weiter in der Weise, da 75 bis 80 ccm 
in 1 Stunde sieben- bis achtmal die Leber passierten. Dann wurde die 
Lésung gewechselt und anstatt der vorherigen eine neue Portion gewonnen, 
die aber 1,3°, Propylalkohol enthielt. Die Geschwindigkeit, sowie die 
Menge der Lésung war dieselbe. In der dritten Stunde wurde die Leber 
10 Minuten mit einer Lésung, die nur einmal das Organ passierte. 
durchgespiilt, und dann 1 Stunde wie in der ersten Stunde behandelt 
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In anderen Experimenten wurde die Folge veraéndert, so da in der ersten 
Stunde die Alkohollésung und dann zweimal 60 Minuten mit einer alkohol- 
freien Lésung durchgespiilt wurde. Die Durchspiilungsfliissigkeiten von 
jeder Stunde wurden zusammengebracht. Je 25ccm von ihnen wurden 
in einen Erlenmeyerkolben gebracht, worauf erstens 10 cem_ einer 
30mg-°,igen U-Lésung, zweitens Toluol und zuletzt zu der Lésung, die 
keinen Alkohol enthielt, Propylalkohol zugesetzt wurde, um dieselbe Kon- 
zentration zu erhalten. Der Versuch wurde bei der Temperatur von 20° 
ausgefiihrt. 


Nach 1, 2 und 3 Tagen wurde die Harnséure bestimmt. 


Da keine U-Zersetzung bei strenger Asepsis nachgewiesen wurde, 
zeigen die erhaltenen Resultate, da die Urikase aus den Zellen nicht 
auswaschbar ist. Aus unseren Ergebnissen kénnen wir direkt schlieBen, 
daB& bei der durchspiilten Froschleber die totale U-Zersetzung in den 
Leberzellen erfolgt. 


Reaktionsgeschwindigkeitsdnderungen. 
1. Chemische Mittel. 


Die Sorptionsuntersuchungen zeigten uns, daB der ganze ProzeB der 
Sorption schon nach 10 Minuten beendet ist. Um also die Harnsaure- 
zersetzung zu bestimmen, verfuhren wir nach folgender Technik: Die isolierte 
Froschleber wird durch 10 Minuten mit einer Harnséure enthaltenden 
Lésung durchgespiilt. Die wahrend je 5 Minuten durchflieBende Lésung 
wurde separat gesammelt und ihre U-Konzentration bestimmt. Dann 
wurde die Leber mit 75 cem derselben Lésung 1 Stunde lang mit einer 
Geschwindigkeit von 300 bis 400 cem pro Stunde durchgespiilt. In dieser 
Weise durchfloB dieselbe Lésung sieben- bis achtmal dasOrgan. Volumen und 
U-Konzentration der Lésung wurden bestimmt. Sogleich wurde die 
Leber mit alkoholischer Lésung von derselben Harnséurekonzentration 
mittels Durchspiilung 10 bis 15 Minuten gewaschen und dann | Stunde 
lang mit derselben Lésung (75 cem und so wie oben) behandelt. Auch hier 
bestimmten wir nach 1 Stunde das Volumen und die U-Konzentration. 
Alsdann benutzten wir wieder eine alkoholfreie Lésung. Die Leber 
wurde 10 bis 15 Minuten gewaschen und 1 Stunde durchgespiilt. In 
anderen Fallen wurde mit einer Alkohollésung angefangen, um dann | oder 
2 Stunden lang mit der alkoholfreien Lésung weiter durchzuspiilen. Da 
wir in allen Fallen das Gewicht der Leber, die Menge der Lésung und 
ihre Anfangs- und Endkonzentration an Harnséure kannten, konnten wir 
die zersetzte U-Menge pro lg und 1 Stunde berechnen. 

In der Mehrzahl der Falle wurde kein Sauerstoff durchgeleitet. In 
besonderfen Fallen durchperlten wir die Lésung mit gereinigtem Sauerstoff, 
um die Differenz zu kennen, die in der Harnséurezersetzung durch die 
VergréBerung der Sauerstoffversorgung hervorgerufen wird. 


Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle Il zusammengefabt. 
Was die Zersetzung in der ersten Stunde ohne Alkoholzusatz anbetrifft, 


sehen wir, daB 1g der Leber in 1 Stunde 1,0 bis 1,72 mg U zersetzt. 
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Tabelle II. 


Harnsaurezersetzung, die durch die isolierte Froschleber hervorgerufen 
wurde. Das Organ wurde iiberall siebenmal durch 75 cem in | Stunde 





durchgespiilt. 
Z e » de 
oe. | Ausgangs- = Siesta ae. 
wicht Pd konzen- = i Zersetzung , Seschwindig- 
Nr. der ~ des ° Alhshet —e in 1 Std . ‘in co = rd — 
Leber Experi- der U in qureh 1 g den Alkohol- 
| mentes mg-°/9 zusatz hervor- 
g 0/5, gerufen wurde 
1 | 80 1 0 32 1,00 12,5 
2 1,0 32 2,28 28,1 128 
2 2.4 1 0 39 1,25 10,3 
2 1,0 39 2,81 23,1 125 
3 2,9 1 0 35 1,72 19,3 
2 1,0 35 3,75 44.0 112 
4 3,4 1 0 40 1,10 12,5 
2 1.0 40 2.41 27,3 120 
: 0 40 0,80 9,1 
5 3,1 1 0 40 1,45 15,0 
2 1,0 40 2,90 30,0 100 
6* 3,0 1 0 40 1,30 13,0 
2 0 40 1,00 10,0 
7* 32 1 0 59 2,0 17,0 
2 0 50 1,6 13,7 
&* 3,1 1 1,0 40 2,9 30,0 
g* 3,4 1 1,0 45 3,75 37,9 
10* 8,2 1 1,0 40 3,4 36,3 127 
2 0 40 1,5 16,0 


{ 
* Dié Lisung wuyde mit O durehper'it. 


Diese Zahl ist gleich 15 bis 20°, der ganzen angewandten U-Menge. 
In einigen Experimenten, bei welchen 2 bis 3 Stunden lang stets nur 
die alkoholfreie Lésung angewandt wurde, wurde nachgewiesen, daB 
die Harnsaurezersetzung in den zwei nacheinanderfolgenden Stunden 
fast die gleiche bleibt. 

Dieselben Experimente mit Sauerstoffdurchspiilung zeigten nur 
eine minimale Steigerung der Harnsdurezersetzung. 

Der Alkoholzusatz bewirkt eine groBe Steigerung der Reaktions- 
geschwindigkeit. 1g Leber zersetzt in 1 Stunde anstatt 1,3 2.8mg U 


(2,3. bis 3,65), das ist 23 bis 56°, der angewandten U-Menge. 


Die durch Alkoholzusatz hervorgerufene Steigerung der Zer- 
setzung ist im Mittel gleich 116°, der Kontrollgeschwindigkeit. Der 
Unterschied liegt zwischen 100 und 128%. 
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Wenn wir die Reihenfolge der angewandten Lésungen wechseln, 
so sehen wir, daB auch in diesem Falle die Differenz der U-Zersetzung 
zwischen der Alkohol- und der Kontrollésung dieselbe bleibt. 

Auch hier verursacht die Durchspiilung mit Sauerstoff eine seh: 
kleine Steigerung der U-Zersetzung (2,9 bis 3,8 mg). 

Zusammenfassend sehen wir, daB der Alkohol eine groBe Steigerung 


der in der isolierten Froschleber statthabenden U-Zersetzung hervorruft. 


2. Mechanische Mittel. 


In diesem Falle verglichen wir die U-Zersetzung, die in derselben 
Leber, die das eine Mal als iiberlebendes, und das andere Mal als im 
MGrser zerquetschtes Organ angewandt wurde, stattfand. 


Das Experiment wurde auf folgende Weise durchgefiihrt. Die 
isolierte Leber wurde wie gewéhnlich mit 75cem 45 mg-°, U ent 
haltender Lésung durchgespiilt. Hierauf analysierten wir wie gewohnlich 
die Menge der zersetzten U. Alsdann wurde die Leber im Mérser mit oder 
ohne Quarzsand zerrieben, und 225 cem derselben Lésung (Total-U-Gehalt 

100,2 mg) zugesetzt. 5 Minuten spéter wurde eine Portion von 5 ecm 
der Lésung zur U-Bestimmung entnommen. Der Rest wurde 3 Stunden 
in einem Erlenmeyerkolben mit Luft durchstrémt oder geschiittelt. Dann 


analysierten wir die Lésung auf U (Tabelle III). 


Tabelle Ill. 


Vergleich der U-Zersetzung durch das isolierte Organ und Leberbrei in 
£ g £ 





Milligramm. 
Menye der U, | sersetzt Zunahme in °/ 
die durch 1g : y wom ‘i der Zersetzung 
isolierte Leber 1 g Brei im 
zersetzt wurde isolierten Organ 
1,00 3,10 210 
1,300 4.49 307 
1,00 3,60 260 
Mittelwert 1,10 3.70 236 


Wenn alkoholfreie Lésungen angewandt wurden, erhielten wir 
als Mittelwert fiir isolierte Leber 1,10 mg pro 1g und 1 Stunde, fiir 
das zerriebene Organ 3,70. Der Unterschied ist 100 : 336. 


Besprechung. 


1. Was die Zahlen der Sorption und Elution anbetrifft, so sehen 
wir, daB die Harnsiure sich in den Organen nicht ganz in freiem 


Zustande befindet. Wir nehmen an, daB ein groBer Teil der U, 
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da ihre normale Konzentration sehr gering ist, sich in sorbiertem 
Zustande befindet. Es besteht ein Gleichgewicht U frei —= U sor- 
biert, das gréBtenteils von der freien U-Menge bedingt ist. Diese 
Experimente erklaren vielleicht die Tatsache, da intravenés in- 
jizierte U momentan aus dem Blute verschwindet. Es handelt sich 
wahrscheinlich um eine Sorption (Folin). An welchen Stellen die Sorp- 
tion stattfindet, ist noch unbekannt. 

2. Der ganze durch uns konstatierte Harnsdurezerfall ist auf 
das Zellinnere begrenzt. Somit kénnen wir den ganzen Mechanismus 
der Alkoholaktivierung auf diejenigen Momente: a) die im Innern 
der Zellen sich befinden und auf b), den Austausch der Harnsiéure 
zwischen dem Zellinnern und ihrer Umgebung beschrinken. 

3. Die zwei Einwirkungen, die wir bei dem isolierten Organ an- 
wendeten, rufen sehr verschiedene Effekte hervor. 

Wenden wir uns zunachst dem EinfluB des Alkohols auf das 
isolierte Organ zu. Dieser Kérper wirkt als Narkotikum. Seine Wirkung 
ist reversibel (Tabelle 11). Er kann zwei Wirkungen ausiiben. 
Erstens bewirkt er eine Elution der sorbierten Harnsaiure, wodurch 
die Menge der Substanz, die mit dem sorbierten Enzym (und das ist 
die ganze Menge der Urikase) in Reaktion tritt, vergréBert wird. 

Zweitens kann er aber auch die Permeabilitat der Zellen fiir die 
Harnsaure vergréBern, was Przylecki im zweiten Teil fiir die mechani- 
sche Einwirkung auf den Brei angenommen hat (Ua —> Ui). Dafiir 
spricht die Differenz in der Zunahme der Reaktionsgeschwindig- 
keit, die durch das Ejinfiithren des Alkohols bei der isolierten und 
zu Brei zerquetschten Leber (117 und 56°) hervorgerufen wird. 

Diese Differenz kann aber auch durch andere Momente entstehen. 
Wir sahen schon im zweiten Teil, daB der Prozentsatz der sorbierten 
Harn: dure um so gréBer ist, je kleiner die Konzentration der angewandten 
Lésung war. Bei kleiner Konzentration bildet der sorbierte Teil mehr 
als 50 bis 60°,. Da der Alkohol eine fast vollstandige Hemmung der 
Sorption hervorruft, so sehen wir, daB die Reaktionsgeschwindigkeit, 
ohne die Zellwainde zu andern, bei kleinen Harnsiurekonzentrationen 
um mehr als 100°, erhéht werden kann. Bei den Untersuchungen 
mit den Kérnchen sahen wir nicht selten solche Fille, und zwar bei 
25 mg-°,igen Lésungen. Diese Erhéhung erklarten wir aber durch die 
fast totale Hemmung der Sorption von Harnséure. Wenn wir diese 
Tatsachen auf die Wirkung des Alkohols auf das isolierte Organ iiber- 
tragen, so kénnen wir auch die groBbe Erhéhung folgendermaBen 
erklaren : 

Die Konzentration der Harnséure in der Durchspiilungsfliissigkeit 
ist gleich 45 mg-°%, ihre Konzentration aber im Innern der Zellen 


Biochemische Zeitschrift Band 236. 9 
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ist wahrscheinlich viel geringer. Leider kennen wir nicht die Sorptions- 
fahigkeit der Zellkolloide fiir die Harnsiéure, sie ist wahrscheinlich 
von derselben Ordnung wie die des Breies, und der Alkohol ruft den- 
selben eluierenden Effekt hervor. Wenn wir diese Voraussetzung machen, 
dann kénnen wir auch im Falle ohne Alkohol mehr als 50°, Harnsiure 
als sorbiert annehmen. Diese 50°, werden fast vollstandig durch den 
Alkohol eluiert. Die groBe Reaktionsgeschwindigkeitszunahme kénnte 
also auch schlieBlich durch die Elution der sorbierten Harnsiure er- 
klart werden. 

Diese Erklarung kann auch fiir den EinfluB des Alkohols auf den 
Brei zutreffen. 

Aus allem sieht man, daB die Tatsache der Alkoholaktivierung 
beim isolierten Organ mit intakten Zellen noch nicht erklirt werden 
kann. Es fehlt die Entscheidung, ob eine Anderung der Permeabilitit 
fiir Harnsaure erfolgt. Unsere heutigen Kenntnisse gestatten uns diese 
noch nicht. 

Die Differenz, die in der Reaktionsgeschwindigkeit nach der 
mechanischen Strukturvernichtung ohne Alkoholeinwirkung beob- 
achtet wurde, ist wahrscheinlich durch die Befreiung der in den Zellen 
eingeschlossenen Urikase zu erkliren: FZ innen — E auben (wir kénnen 
dafiir auch Ua— Ui schreiben). Auf diese Weise ist die Konzentration 
der mit dem Enzym in Reaktion tretenden Harnsiure stark ge- 
stiegen. Es ist aber auch méglich, daB das Zerreiben eine Anderung 
im Zustande des Enzyms hervorruft. Dieses Problem wird in einer 
weiteren Arbeit behandelt. 
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Uber Harnsiurezersetzung durch verschiedene Kohlenpraparate. 


Von 


S. Zylbertal. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 14. April 1931.) 


Der Zweck dieser Arbeit war vor allem die Auffindung neuer Tat- 
sachen iiber den Harnsdéureoxydations-Mechanismus bei der _biologi- 
schen Harnsaurezersetzung. 

Seit den bekannten Untersuchungen von Warburg sowie von 
Wieland kénnen wir diesen ProzeB als eine wahre Oxydation durch 
aktiven Sauerstoff, oder aber als eine Dehydrogenation auffassen. 
Manche Autoren wollen die beiden Theorien vereinigen (Oppenheimer). 
Insbesondere die Arbeiten von Warburg zeigten uns, eine wie grobe 
Rolle bei der Oxydation durch Kohlenpraparate die Anwesenheit von 
minimalen Metallmengen spielt. Die Untersuchungen von Wayburg, 
sowie von Mayer, Gompel und Wurmser zeigen uns aber, da eine 
Oxydation auch durch Kohlenpraparate, die kein Metall enthalten, 
stattfindet. 

Die Harnsaurezersetzung durch Kohlenpraparate wurde noch nicht 
untersucht. Wir teilen unsere Arbeit in folgende Abschnitte ein: 
1. Adsorption, 2. Oxydation, 3. Oxydationsprodukte. 


Methodisches. 


Uberall wurde die Harnsaiure als Na-Urat angewandt. Es wurden 
0,1 bis 0,2 g U* im Liter H,O, das 30 cem n/10 NaOH enthielt, gelést. 
pu der Lésung war 7,5 (+. 0,3). 

Die Untersuchungen wurden in Luft, Sauerstoff oder in Wasserstoff 
ausgefiihrt. Als Eluens wurde iiberall Amylalkohol gebraucht. Tem- 
peratur 37° (+. 0,2). Die Harnsaéure wurde iiberall mittels der F’olin-Denis- 


* U = Abkiirzung fii Harnsiure. 


9* 
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Methode in einem Autenrieth-Kolorimeter bestimmt. Als Kohlenpréparate 
wurden 1. C aus Glucose (durch Gliihen im Laboratorium erhalten), 
2. Blutkohle von Kahlbaum, 3. Carbo medicinalis von Merck und 4. ein 
Fe- und Cu-freies Praéparat, das wir von Prof. Lindemann erhalten haben, 
angewandt. Die einzelnen Daten werden bei jedem Experiment angegeben. 
NH, und Harnstoff wurden nach Folin und mittels der Ureasemethode 
bestimmt. 
Adsorptionsuntersuchungen. 

Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle I zusammengefaBt. 
Sie zeigen uns, daB die Glucosekohle und die von Prof. Lindemann 
viel schwacher adsorbieren als die zwei anderen. Da bei der Tierkohle 
im Sauerstoff kein Gleichgewicht zwischen der adsorbierten und der 
in der Lésung gebliebenen U-Menge erhalten wurde und letztere sich 
stets verringerte, experimentierten wir ausschlieBlich in der Wasserstoff- 
atmosphare. Wir erhielten so nach 1 bis 2 Stunden ein Gleichgewicht. 
Die adsorbierte Menge war bei 0,4g C 90 mg-°,, der U-Lésung und 
50 cem bei 16°C: 

Tabelle I. 


Uberail wurde eine 90 mg-°,ige U-Lésung angewandt. 





mg in leem der Lisung gefunden 





Tierkohle 





in Luft in Wasserstoff | Birkenkohle | Zuckerkoble | |, G2tP0 | 
Nach Std. “O2¢ | 04g 0Ag 05g 

1 | 043 0,18 0,22 0,48 0,42 i 

2 | 014 0,10 0,20 — 0,42 - 

6 | 0,09 | 0,04 0,19 0,39 — — 

16 — — 0,19 0,38 0,42 0,063 
24 a om 0,18 0,36 0,42 _ 
30 ‘0,05 0,02 _- = 0,42 — 


1. fiir die Glucosekohle 53,3°,, 2. fiir die Birkenkohle von Prof. 
Lindemann 57,8°, 3. fiir die Carbo medicinalis 93°, und 4. fiir die 
Tierkohle 78,9°, der angewandten Harnsaurelésung. 


Harnsdurezersetzung. 


Schon die Adsorptionskurve zeigt uns, daB im Sauerstoff die Kon- 
zentration der freien Harnsaéure bei den zwei ersten Praparaten von 
Kohle (aus Glucose und Birke) sich in kleinen Zeitintervallen nur 
wenig verindert. Ganz etwas anderes bemerken wir im Falle, wo 
Carbo medicinalis oder Tierkohle angewandt wurden. Diese beiden 
Priparate unterscheiden sich durch den verschiedenen Fe-Gehalt. 
Was fiir Momente kénnten beidiesen Praparaten die Harnsaurezersetzung 
hervorrufen? Es ist ganz méglich, daB der Mechanismus in beiden Fallen 
verschieden war. Wir analysierten gesondert diese zwei Fille. 
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1. Tierkohle. 

a) EinfluB des KCN. Um uns von der Rolle des Eisens zu iiber- 
zeugen, wurden folgende Experimente ausgefiihrt: 0,5g Tierkohle 
wurden in 150-ccm-Erlenmeyerkolben eingefiihrt, die 45 ccm einer 
32,4 mg-%igen U-Lésung enthielten. 

Zu einer Halfte der Kélbchen wurden 5 ccm einer 0,1°,igen KC N- 
Lésung zugesetzt, zu der zweiten wurden 5 ccm H,O zugegossen. Nach 
24 und 48 Stunden wurde die gesamte U-Menge nach der Elution der 
adsorbierten Harnsdure mittels Amylalkohol bestimmt. Die erhaltenen 
Resultate (Tabelle I1) zeigen uns, daB die Anwesenheit des KCN eine 
Oxydationshemmung bewirkt. 


Tabelle II. 


U-Oxydation durch Tierkohle. 





Gefundene U-Menge in °') der Urlisung 


‘ nach 0 ¥ der nach ® 5 der 
24 Std. Hemmung 48 Std Hemmung 
. ~ hne CN 88 —_— 95 
Sauer: I { ohne ©} ~ = 
auerstoff ohne Mb | mit CN 67 24 75 21 
9 der , 
, Aktivierung 
In den im Text be- ohne Mb 11 _ 
schriebenen Rébrchen | mit Mb 61—72 - 550 — — 


Bei Anwesenheit von CN wurden nach 24 Stunden nur 67°, der 
U-Menge ‘zersetzt, wahrend in derselben Zeit die Kontrolle 88°, zer- 
setzte (24°, Hemmung). Nach 48 Stunden bemerken wir bei CN 75°, 
und in der Kontrolle 95°, der Zersetzung. Somit wurde ohne jeden 
Zweifel nachgewiesen, daB das in der Kohle anwesende Eisen eine 
Rolle bei der Harnsaurezersetzung spielt. Ist es die einzige!? 

b) EinfluB des Methylenblau. Um dieses Problem weiter zu unter- 
suchen, experimentierten wir in sauerstofffreier Atmosphare. Die Er- 
gebnisse waren ganz eindeutig. Sie zeigten keine U-Zersetzung, wenn 
kein Wasserstoffakzeptor eingefiihrt wurde. 

Wir untersuchten nun die U-Zersetzung mittels Tierkohle in 
sauerstofffreier Atmosphaire bei Anwesenheit von Methylenblau. 

Es wurden gewohnlich zu 30 cem U-Lésung 10 cem einer 0,05 % igen Mb- 


Lésung zugesetzt. Um den Zutritt von Sauerstoff zu vermeiden, arbeiteten wir 
mit langen horizontal gelegenen, mit der offenen Seite nach oben gebogenen 


' Der Vergleich unserer Resultate mit denen, die Dr. Truszkowski mit 
der speziell mit Fe aktivierten C erhielt, muB eine negative Antwort geben. 
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Roéhrchen von 0,2 em Durchmesser. Bei manchen Versuchen wurde der 
Inhalt mit Wasserstoff durchgespiilt. Wir fiihrten auch eiige Experimente 
mit Methylenblau bei Sauerstoffzutritt aus. 


Die erhaltenen Resultate, die in der Tabelle Il zusammengestellt 
sind, zeigen uns, daB das Methylenblau bei Sauerstoffabwesenheit 
eine starke Harnsaurezersetzung hervorruft. Z.B. bei den Experi- 
menten, die in den oben beschriebenen Réhrchen ohne H,- Durchliiftung 
ausgefiihrt wurden, sehen wir, daB die Kohle bei Abwesenheit von 
Mb nach 24 Stunden nur eine kleine U-Zersetzung (11°) hervorruft, 
bei Anwesenheit von Mb aber 66,7°% der U zersetzt waren. Fast 
dieselben Resultate erhielten wir bei den Experimenten mit H,- 
Durchspiilung. 

Ganz anders verhalt sich Mb in Anwesenheit von O,. Hier beob- 
achteten wir anstatt einer Aktivierung bei starkeren Mb-Konzentrationen 
eine Hemmung der U-Zersetzung, besonders wenn zur Kohle Mb und 
erst dann U-Lésung zugesetzt wurde. 


Somit kénnen wir den SchluB ziehen, daB die Tierkohle die U 
sowohl bei Gegenwart als auch bei Abwesenheit von Sauerstoff zersetzt. 


2. Carbo medicinalis. 


Der Mechanismus der Harnsaéureoxydation durch dieses Kohlen- 
praparat ist noch weniger verstandlich als bei Tierkohle. Es ist 
méglich, daB sie durch die anwesenden kleinen Metallmengen hervor- 
gerufen wird, man kann aber auch annehmen, daB auf irgendeine 
undere Weise als durch die Gegenwart von Metall der Sauerstoff 
aktiviert wird, und endlich kénnte die U-Oxydation durch die 
Dehydrogenation hervorgerufen werden. 


Wenn man diese drei Méglichkeiten naher betrachtet, muB man 
den SchluB ziehen, daB die erste Méglichkeit wenig plausibel ist. Es 
wurde gefunden, daB 0,5 g Tierkohle fast dieselbe Menge U zersetzt 
wie 0,2 g der C. M., obwohl hier groBe Unterschiede im Metallgehalt 
bestehen. Es bleiben dann die zwei anderen Méglichkeiten. 


a) KCN-Wirkung. Um die erste Méglichkeit bestimmter aus- 
zuschliefen, wurde die C N-Wirkung untersucht. Wir experimentierten 
wie mit der Tierkohle. Das erhaltene Resultat (Tabelle III) war aber 
ein ganz anderes. In den Experimenten, in denen die Kontrolle eine 


U-Zersetzung von 64°, nach 24 Stunden und 84°, nach 48 Stunden 
gab, sehen wir, daB bei Anwesenheit von KCN eine Zersetzung von 
60°, nach 24 Stunden und von 82°, nach 48 Stunden erfolgt (6°, 
Hemmung nach 24 Stunden und 3°, nach 48 Stunden). 
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Tabelle 111. U-Oxydation durch Carbo medicinalis. 





Gefundene U-Menge in °/, der Urliésung 


“KON Mb 








Si 294 7S eee ee ” ik’ peeceeeomanee. 
bei Luftzutritt bel ee 
4 0/, der ATS | A 0 2 
ohne mit Hemmung el, dex 
Std. ohne mit Aktivierung ohne mit 
24 64 60 6 65 76 17 8 73 
48 84 82 3 i ues ont be a 


b) Sauerstofffreie Atmosphdre. Wie die Tierkohle, wirkt auch C. M. 
nicht ohne Wasserstoffakzeptoren bei Sauerstoffmangel. 

c) Methylenblauwirkung bei Anwesenheit von Sauerstoff. Der er- 
haltene Effekt hangt in erster Linie von der Konzentration der an- 
gewandten Mb-Lésung ab. In den Fallen, in denen wir gréBere Kon- 
zentrationen als !/, 999 gebrauchten, beobachteten wir eine Oxydations- 
lihmung. In den weniger konzentrierten Lésungen beobachteten 
wir dagegen eine Aktivierung. So sehen wir in einer Serie von Ex- 
perimenten eine U-Zersetzung in der Kontrolle von 6,1 mg und bei 
Mb-Anwesenheit eine von mehr als 7,5 mg. 

Diese Aktivierung wurde schon von Przylecki beobachtet. Die U 
befindet sich auf der C-Oberfliche in einer labilen Form, und dort 
kann das Mb als H,-Akzeptor fungieren. Ob der Wasserstoff aus 
der Harnséure entsteht, lassen wir noch offen. 

Die hemmende Wirkung bei gréBeren Konzentrationen erklaren 
wir durch die Elution der U aug der Oberfliche durch das Mb. In 
diesen Fallen beobachteten wir auch eine kleinere U-Sorption. Daraus 
kénnen wir den SchluB ziehen, daB der Effekt der Mb-Wirkung durch 
zwei Momente bedingt ist: erstens die aktivierende Wirkung auf die 
sorbierte U und zweitens durch die hemmende, durch die Elution. 
Es gibt eine Mb-Konzentration, bei welcher eine gewisse C- und U-Menge 
die gréBte Aktivierung gibt. 

Bei Abwesenheit von O,. Bei diesem System sehen wir eine grobe 
Harnsaurezersetzung. Die Experimente wurden in den oben be- 
schriebenen R6éhrchen ausgefiihrt. Das Maximum der Mb-Wirkung 
hangt von der U- und Mb-Konzentration ab. Bei der Konzentration, 
bei welcher das Maximum der sorbierten U- Menge in der Zeiteinheit 
durch das sorbierte Mb oxydiert wird, erhalten wir eine optimale Mb- 
Konzentration. So sehen wir, daB bei Zusatz von 10 ccm von ! /so9 9 Mb 
(45 ccm Totalvolumen) 45°, der anwesenden U-Menge in 24 Stunden, 
bei 15 cem bis 57°, und bei 20 cem bis 65°, zersetzt wurde. Bei Zusatz 


von 30 ccm einer !/,9, Mb werden nur 19°, zersetzt. 
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d) KCN-Wirkung. Nach dem gegenwartigen, allgemein an- 
genommenen Standpunkt sollte ein Zusatz von kleinen CN-Mengen 
keine Wirkung auf das System C —U—Mb ausiiben. Desto interessante: 
war das aus vielen Experimenten erhaltene Resultat, aus dem klar 
hervorgeht, daB sowohl bei Sauerstoff-An- wie -Abwesenheit CN die 
durch das Mb hervorgerufene U-Umsetzung stark hemmt. Bei 50 ccm 
Totalvolumen, in dem 26mg U gelést waren, wird bei Sauerstoff- 
anwesenheit nach 24 Stunden folgende U-Menge wiedergefunden: 
1. Kontrolle ohne Mb und CN bis 5,7 mg, 2. bei Zusatz von CN ohne Mb 
bis 7,1 mg, 3. bei Mb ohne CN bis 1,7 mg und 4. bei CN—Mb bis 11,5 mg. 
Bei gleichzeitiger Anwesenheit Mb und CN sehen wir eine noch gréBere 
Hemmung der U-Zersetzung als bei CN allein, obwohl durch CN- 
Zusatz die Sorption von U und Mb nicht verringert wurde (Tabelle IV). 

Tabelle IV. 
Harnsaurezersetzung durch Carbo medicinalis ohne und mit KCN und Mb. 


Uberall wurden 26 mg U in 50 ccm gelést. Die nach 24 Stunden 
gefundene Menge war: 





mg U Oy zersetzt  / 9 Hemmung 
Og ohne Mb und ohne KCN. 5,7 79,0 — 
Oy 5 Mo", meaON. 7,1 73,0 7,5 
Og mit Mb , ohne KCN. ' 1,7 93,5 a 
SS 4 me ¢ WS MCN io «7. x 11,5 56,0 40,0 


Zerfallsprodukte. 


Um die entstehenden Kérper zu erkennen, untersuchten wir das 
Auftreten von Allantoin, Harnstoff und NH,. Die Experimente wurden 
so durchgefiihrt, daB die. ganze eingefiihrte Harnsaure zersetzt wurde. 
Dann setzten wir zu einem Teil der Lésung das von Wiechowski zum 
Allantoin-nachweis benutzte Reagens zu. Der Harnstoff wurde mittels 
der Ureasemethode und NH, nach Folin bestimmt. Die erhaltenen 
Resultate waren positiv. Es zeigte sich, daB dabei groBe Mengen von 
Allantoin entstehen. Dagegen entstehen aber nur wenig Harnstoff 


und NH, (Tabelle V). Aus 0,1 g U entstehen nur 7,2 mg Harnstoff 


und 2,4 mg NH,. Tabelle V 


Harnstoff und NH, aus 30 cem einer 80 mg-°,igen U-Lésung, wo die ganze 


U zersetzt wurde. 





mg mg mg 
ee 0,44 0,85 0,49 
N-Harnstoff .... 0,56 1,12 0,98 


Das Hauptprodukt ist also hier Allantoin. 
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Erwagungen. 

Aus unseren Ergebnissen ersehen wir klar, daB es zwei Sorten von 
Kohle gibt, die auf verschiedene Weise Harnséure oxydieren. 

Die erste ist diejenige, die ein Metallenthalt. Die groBe U-Zersetzung, 
die T'ruszkowski durch eine mit Fe aktivierte Kohle beobachtete, ist 
noch ein Beleg dafiir. In allen diesen Fallen hemmt CN die U-Oxydation. 
(Die Hemmung ist aber nicht vollstandig.) 

Die zweite Gruppe bilden die metallfreien Kohlen. Hier beob- 
achten wir keine CN-Hemmung. 

Es gibt noch eine Gruppe von C, die zwar die U sorbiert, aber 
sie nicht oder fast gar nicht oxydiert. 

In allen Fallen, wo eine Harnsaurezersetzung beobachtet wurde, 
verlauft sie in Anwesenheit von O, oder bei Anwesenheit von Methylen- 
blau. In letzterem Falle konstatierten wir aber, daB die U-Zer- 
setzung merkwiirdigerweise durch CN gehemmt war. Da die gewéhn- 
liche, durch Mb hervorgerufene Dehydrogenation durch den C N-Zusatz 
nicht leidet, haben wir beim System C—-Mb—-U wahrscheinlich mit 
einem besonderen, nicht einfachen Fall zu tun. Es blieb noch die Még- 
lichkeit, daB durch CN die Aktivierung der sorbierten U oder gar die 
U-Sorption auf den aktiven Kohlezentren gelihmt wird. Wir sehen 
aber, daB bei Zutritt von Sauerstoff CN keine Wirkung ausiibt. Es ist 
méglich, daB auf der Kohle sich Stellen befinden, auf denen die Oxydation 
verlauft. Auf diesen Stellen, die CN-empfindlich sind, verliuft eine 
unbekannte Reaktion, deren letzter Effekt eine U-Oxydation und 
Mb-Veranderung ist. 

Wir sina der Ansicht, daB diese Beobachtungen sowie die friiheren 
Untersuchungen von Warburg und Sakuma (siehe auch die Arbeit von 
Fr. Dobrowolska, Acta biologiae exper. VI) zeigen, daB die Ver- 
allgemeinerung von Ahlgren, wonach Mb nur als H,-Akzeptor fungieren 
kann, nicht stichhaltig ist. Die einfache Konstatierung, daB Mb eine 
Reaktion begiinstigt, sagt noch nicht, daB wir es mit einer gew6hnlichen 
Dehydrogenation des untersuchten Stoffes zu tun haben. Es mub 
noch nachgewiesen werden, daB kein intermediirer ProzeB, welcher 
aktiven Sauerstoff liefert, nicht erfolgen kénnte. In unserem Falle 
glauben wir eher, daB auch durch Mb eine wahre Harnsiureoxydation 
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Einleitung. 


Die ersten Untersuchungen iiber den urikolytischen Harnsaure- 
abbau wurden von Stockwiss (1), Chassevant und Richet (2), Ascoli (3), 
Jacoby (4) und Wiechowski (5) ausgefiihrt. An Versuchen, gereinigte 
Urikasepraparate zu erhalten, wurde von Wiener (6), Schittenhelm (7), 
Galleotti (8) und anderen gearbeitet. Wie aber die letzten Arbeiten 
von Przylecki und Truszkowski (9) zeigten, enthielten die gereinigten 
Lésungen Bakterien, welche selbstandig U zersetzen, und darum sind 
die alteren Versuche iiber den enzymatischen U-Abbau, welche mit 
gereinigten Fermenten ausgefiihrt waren, nicht genau genug. 


Die Urikase ist in Wasser unléslich und muB als Suspension an- 
gewandt werden. Von den alteren Versuchen haben diejenigen Wert, 
die mit frischem oder trockenem Gewebe, welches als urikolytisches 
Ferment diente, und unter Anwesenheit von Antiseptica (Chloroform 
oder Toluol) ausgefiihrt waren. 
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Diesen Bedingungen entsprechen die Arbeiten von Wiechowski 
und Wiener (10), die den EinfluB von einigen Antiseptica, des Schiittelns 
und der Substrat- und Enzymkonzentration untersuchten, von Battelli 
und Stern (11), die das Temperaturoptimum und den respiratorischen 
Quotient untersuchten und schlieBlich die Arbeit von Felix, Scheel 
und Schuler (12), die den Quotient CO,/O, bei verschiedenem py des 
Mediums untersuchten. 

Die Oxydation von Harnsaure zu Allantoin unter Mitwirkung von 
nichtbiologischen Katalysatoren, wie Behrend (13) und Biltz (14) in 
zahlreichen Untersuchungen zeigten, verliuft in einigen Stufen. 

U wird zuerst zu Spirohydanthoin und Oxyacetyldiureincarbon- 
siure oxydiert. Diese spaltet unter Wirkung von verdiinnten Sauren 
Kohlendioxyd unter Allantoinbildung ab. 


HN—C—0 HN—CO 
o=c c—NH °*%) o—c C(OH)—NH 
>CO >CO 
H N—C—NH HN—C(OH)—NH 
Harnsaure Spirohydanthoin 
COOH 
HN—C—NH HN—CHOH { 
F I + HOH 
aug OE CO —— | Oe + C0, 
| 
HN—C—NH HN—COH.NH.CO.NH, 
| 
OH 
Oxyacetyldiureincarbonsaure 
NH—CO 
_HOH NH—COH 
— OC —> CO 


\NH—C.NH.CO.NH, 
NH—CH.NH.CO.NH, 


Allantoin 

Beim urikolytischen Abbau zerfallt wahrscheinlich die Harn- 
siure in Allantoin und Kohlensiure. Am langsamsten geht die eigent- 
liche Oxydation. Was die letzte Stufe — die Kohlendioxydabspaltung 
anbelangt, erfillt hier die Rolle der Saure, in nichtbiologischen 
Reaktionen, der decarboxylierende Teil des Enzyms, welcher wahr- 
scheinlich den Charakter von Neuwbergs Carboxylase hat.  Fiir das 
Vorhandensein dieser Komponente spricht die Tatsache, dab man 
bei gewissen Bedingungen (py usw.) nicht die ganze theoretische 
CO,-Ausbeute erhalt. 


Die eigentliche Harnsaiureoxydation verlauft am langsamsten, und 
die Kinetik dieses Prozesses wurde bestimmt. 
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Experimenteller Teil. 
A. Methodik. 


Der Urikaseauszug wurde nach der Methode von Przytecki (15) be 
reitet. Es wurden 100g Rinderniere durch eine Fleischmaschine klein 
gehackt, dazu 25ccem Chloroform, 60 cem Glycerin und 100 cem Wasser 
zugegeben. Man lieB bei Zimmertemperatur (20°C) 48 Stunden stehen 
gab dann 400 ccm Wasser zu und schiittelte mit der Hand wahrend 
15 Minuten. Nach 24 Stunden wurde der Brei durch Watte oder Caz 
filtriert. Das Filtrat, welches eine gelbbraune Suspension darstellt, waz 
zum Gebrauch fertig. Die Urikase aus Fréschen wurde auf ahnliche Weise 
bereitet. Anstatt 25 cem wurden nur 15 cem Chloroform zugegeben. Das 
Ubrige wurde wie bei Rindernierenurikase ausgefiihrt. 

Als Substrat wurde eine Lésung von harnsaurem Natrium gebraucht, 
welche vor jedem Versuch aus U und NaOH bereitet wurde. Das so 
erhaltene Salz wurde zusammen mit den Salzen, welche im Urikaseauszug 
vorkommen, unabhéingig von der U-Konzentration, in eine gute Puffer 
mischung von px 7.4 (+ 0,05) gebracht. Wir gebrauchten U-Kon 
zentrationen von 0,1 bis 1,0 mg pro Kubikzentimeter Lésung. 

Die Harnséure wurde kolorimetrisch mittels der Folin-Denisschen 
Methode oder gasometrisch nach Barcroft-Warburg (16) bestimmt. Die 
Experimente mit kolorimetrischer Bestimmung wurden in Erlenmeyerkolben 
von 150 cem ausgefiihrt, und zwar immer mit 40 cem zu untersuchender 
Lésung; gewéhnlich 20 cem U-Lésung und 20cem Urikaseauszug. In 
den Versuchen, wo mit Alkoholen oder einem dritten Bestandteil gearbeitet 
wurde, wurden immer 20 cem Urikase auf die ganze, 40 ccm betragende 
Menge angewandt. Das Chloroform, welches sich in Urikaselésung befand, 
verhiitete gut die Bakterienbildung. Vor jedem Versuch aber wurden 
die leeren Kolben mit Watte verstopft und wéahrend 5 Minuten auf 
Bunsenbrennern erhitzt. Die Kautschukpfropfen, mit welchen wahrend 
des Experiments die Kolben verschlossen waren, wurden mit 20° jiger 
Athylalkohollésung sterilisiert. Alle Versuche wurden im Wasserthermo 
staten bei 37° C ausgefiihrt und die VersuchsgefaBe wahrend des Reaktions 
verlaufs geschiittelt, um die Urikasesuspension gleichmaBig zu verteilen 
Die Schiittelzahl war etwa 60 pro Minute. VergréBerung dieser Zahl! hatte 
auf die Reaktionskinetik keinen Einflu8, wie man sich aus folgender Tabelle 
iiberzeugen kann: 





Schiittelzahl Zerlegte U (mgicm) 
pro Min. ar ee ae Il (a — 0.82) 
0 0,05 0,09 
40 0,11 0,185 
64 0,135 0,215 
92 0,135 0,215 
120 0,13 0,215 


Der Drehungswinkel beim Schiitteln war etwa 120°. Die Urikase 
ausziige wurden 2 bis 3 Tage lang benutzt, dann wurden frische Praparate 
zur Untersuchung verwandt. Die Resultate wiederholten sich, wenn sie mit 
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demselben Auszug ausgefiihrt wurden. Mit verschiedenen Praparaten 
gelingt dies nur selten. Die Art der Ergebnisse war aber dieselbe. Wahrend 
des Versuchs wurde eine bestimmte Menge der Lésung mittels einer Mikro- 
pipette entnommen (0,5 bis 3,0 cem), dann wurden die Erlenmeyerkolben 
sofort zugestopft und wieder in den Thermostaten gebracht. Als Kontrolle 
wurden U-Lésungen angewandt, die anstatt der Urikasesuspension gleiche 
Mengen Wasser erhielten. Diese Kontrolle blieb wiaihrend des Versuchs 
unverandert, mit Ausnahme von denjenigen Experimenten, die linger als 
12 Stunden dauerten. Die Versuche wurden parallel ausgefiihrt, und jede 
Ziffer entspricht dem Mittelwert von zwei bis drei Versuchen. Bei der 
Barcroft-Warburg-Methode wurden immer 2 ccm einer U-Lésung und 2 cem 
Urikasesuspension im Hauptgefé8 angewandt. Das ausgeschiedene Kohlen- 
dioxyd wurde durch 0,5cem 5°,iger KOH, welche sich im NebengefaB 
befand, absorbiert. 

Fast alle Versuche wurden mit Rindernierenurikase ausgefiihrt. Wenn 
in den Tabellen die Herkunft des Ferments nicht angegeben ist, stammt 
es aus Rindernieren. 


B. Resultate. 
l. EinfluB der &uBeren Faktoren. 


a) Atmosphdre. Aus der Tabelle I geht hervor, daB der Harnséure- 
zerfall von der Atmosphare, in der die Harnséure sich befindet, abhangt. 
In Sauerstoffatmosphére ist der Abbau viel energischer als in Luft. 
Diese Experimente wurden folgendermaSen ausgefiihrt : es wurden einige (10) 
Lésungen von gleichem Gehalt vorbereitet. Jede wurde im Verlauf von 
5 Minuten mit Sauerstoff durchperlt (zwei bis drei Blaschen pro 
Sekunde). Der Kolben wurde dann zugestopft und in den Thermostaten 
gebracht. Nach einem Versuch wurden die Kolben nicht mehr gepriift, 
weil in dem Kolben Luft schon vorhanden war. Die Versuche wurden mit 
den Lésungen verglichen, welche in Luftatmosphaére ausgefiihrt wurden. 


Tabxlle } 


SauerstoffeinfluS. 





Detem ‘ t —— 0), : — oj, 

I. 19. VII. 1929 | 0.8 2 0,19 24 0,09 11 
4 0,35 44 0,21 25 

6 0,48 60 0,28 35 

8 0,60 75 0,375 47 

II. 23. VII. 1929 0,75 2 0,19 25 O11 15 
+ 0,345 47 0,21 28 

6 0,50 67 0,30 40 

8 0,61 81 0,38 ay | 


a = Anfangskonzentration der Harnsaéure (mg im ccm). 
(a — x) = Harnséurekonzentration nach der Zeit ¢, 

t = Zeit in Stunden, 

x = Abgebaute Harnsaure, 


°, = Prozent der abgebauten U. 
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b) Das Aufkochen der Urikase. Die Experimente, welche den Einflu! 
der gekochten Urikase zeigen, sind in Tabelle II zusammengestellt und 
wurden folgendermaSen ausgefiihrt : ein 10 cem Urikase enthaltender Kolben 
wurde bis zum Sieden erwairmt und dann sofort abgekiihlt, so daB das 
Urikasevolumen unverandert blieb. Nach der Abkiihlung wurden 10 ccm [ 
und 20 ccm eigentlicher Urikase hinzugefiigt. Diese Mischung war das 
System A des Experiments. Das als Kontrolle dienende System B 


Tabelle II. 
Einflu8 der aufgekochten Urikase. 





Datum 

und Anfangs- System t a-—z t a—z t a-—z 
konzentration 

21. II. 1930 | A 1 | 0,835 2 0,18 3,25 0,076 
a = 0,50 | B 1 | 0,33 2 0,165 3,25 0,073 
22. IT. 1930 { A 1 0,31 2 0,18 3 0,08 

a=046 | B 1 | 0,805 2 | 0,165 | 8 0,067 
22. IT. 1930 | A 1 0,33 2 0,23 3,25 0,10 

a 0,45 | B 1 0,32 2 0,20 3,25 0,075 
25. II. 1930 | A 1 | 0,34 2 0,23 3 0,115 
a= 0,45 | B 1 0,315 2 0,20 3 0,093 
25. II. 1930 | A 1 0,305 2 0,22 3 0,112 
a= 0,45 | B 1 0,305 2 0,215 3 0,10 

26. II. 1930 A 1 0,32 2 0,21 3 0,125 
a = 0,44 B 1 0,30 2 0,20 3 0,11 


System A enthalt 20ccm Urikase, 10cem U und 10cem aufgekochte 
Urikase ; 
3 enthalt 20 cem Urikase, 10ccm U und 10 cem H,O. 
Tabelle III. 
Einflu8 der aufgekochten und filtrierten Urikase. 





Datum 

und Anfangs- System t a-—z t a—z 
konzentration 

26. 11. 1930 | c 1 0,355 2 0,26 
a=050 | D 1 0,355 2 0,265 
27. Il. 1930 | C 1 0,38 2 0,29 
o> O80 D 1 0,36 2 0,29 
28. Il. 1930 { C 1 0,305 2 0,20 
a 043 | D 1 0,30 2 0,197 
28. 11. 1930 | c 1 0,29 2 0,205 
o= Gh 7 D 1 0,29 2 0,205 


System C enthalt 20 ccm Urikase, 10 cem U und 10 cem Filtrat der auf- 
gekochten Urikase; 


»  D enthalt 20 ccm Urikase, 10 cem U und 10 cem H,0. 








Kinetik der Urikasewirkung. 143 


luf enthielt 10 cem H,O, 10 cem U und 20 cem Urikase. Aus der Tabelle II 

ind ist ersichtlich, daB der U-Zerfall unter dem EinfluB der aufgekochten 

en Urikase es bildeten sich kleine Flocken und die Lésung nahm eine klare, 

las gelbe Farbe an leicht gehemmt wird. Das Filtrat der aufgekochten 

1 Urikase iibt auf die Harnséurezerlegung keine Wirkung aus. Das Schema 

las dieser Experimente zeigt Tabelle III. Die Daten dieser Tabellen zeigen 
auch, daB die aufgekochte Urikase inaktiv ist. 


ce) Allantoin. Die enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit ist, wie 
bekannt, auch von der Affinitat der ,,Enzym-Reaktionsprodukt**-Verbindung 
abhangig. Wie jedoch die in Tabelle IV angefiihrten Experimente zeigen, ist 
der Reaktionsverlauf von der Zusetzung der gesa&ttigten Allantoinlésung 
unabhaingig. Allantoin verhalt sich neutral und ist auf die Kinetik ohne 
Einflu8. Das Schema dieser Experimente zeigt Tabelle LV. 


5 Tabelie IV. 


Einflu8 des zugesetzten Allantoins. 





Datum a System t a—z t a-—z 


) 1. Il. 1930 0,45 A 1 0.315 
1 0,315 
1. III. 1930 0,50 A 1 0,36 
B 1 0,365 
1 
1 


bo 


0,20 
0,205 
0,285 
0,28 
0,29 
0,29 


to 


Ye Ulf] hl} 


3. III. 1930 0,50 A 0,365 
0,367 | 


Oho NH lo 


- 


System A enthalt 20 cem Urikase, 10 cem U-Lésung und 10 ccm gesattigte 
ses Allantoinlésung (etwa 3mg je 1 ccm des Systems A); 
” B enthalt 20 cem Urikase, 10 cem U und 10 cem H,0O. 


2. Die Enzymalterung. 


a) Abnutzung. Die Experimente, welche die Enzymabnutzung be- 
treffen, zeigt Tabelle V. Das System A enthielt: 20 cem Urikase und 
10 cem solcher Harnséurelésung, daB die U-Konzentration in der Lésung 
0,7 mg/eem betrug. System B enthielt: 20 cem Urikase, 9 cem Wasser 
und leem U, welche zu dem Zwecke zugegeben wurde, damit sich in B 
keine Flocken bilden, was bei der Urikaselésung, die ohne Harnséure 
langere Zeit im Thermostaten gehalten wurde, vorkommen kénnte. Nach 
etwa 7 Stunden wurde die ganze U-Menge zersetzt, wie die Analyse von 
5ecem Lésung ergab. Aus dem System B wurden auch 5 ccm entnommen. 
Es wurde zu beiden Systemen, welche jetzt je 25 ccm Lésung enthielten, 
10 eem U-Lésung von einer bekannten Konzentration zugefiigt, und nach 
abermaligem Unterbringen in Thermostaten wurden die eigentlichen 
Messungen ausgefiihrt. Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle V 
zusammengefaBt und beweisen, da die Urikase sich nicht abnutzte. 


if- Das System A zerlegte im Vorversuch 21 mg U, B nur 2,1 mg. 


b) Der respiratorische Quotient. Das Verhaltnis der ausgeschiedenen 
Kohlenséure zum verbrauchten Sauerstoff ist in Tabelle VII, Rubrik 5, 
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Tabelle V. 
Urikaseabnutzung. 
Versuchsschema: 





ca 


Urikase H,0 





Enthalt: came por alae Zugegeben 
Be «Ams 20 10 —_ > 3 Fan 10cem U 
y 1 Delaen oa 
Byer 29 1 9 Systemen je 5ecm 10cem U 
Lésung entnommen 
Datum a System t a—z t a—z 
21. II. 1930 0,53 A 1 0,402 2 0,31 
B 1 0,395 2 0,31 
22. 11.1930 0,41 A 1 0,30 2 0,17 
B 1 0,305 2 0,16 
24. II. 1930 0,50 A 1 0,36 2 0,25 
B 1 0,36 2 0,24 
25. IL. 1930 0,50 A 1 0,355 2 0,20 
B 1 0,355 2 0,185 
26. II. 1930 0,51 A 1 0,37 2 0,24 
B 1 0,36 2 0,235 


A zerlegte im Vorversuch 0,7 .30 = 21mg U, B 2,1 mg U. 


und VIII, Rubrik 4, zusammengestellt. Da sich Kohlendioxyd mit der 
schwach alkalischen Versuchslésung chemisch bindet, wurden die Versuche 
mittels der Warburg-Methode, bei welcher vier Barcroft-Manometer an- 
gewandt wurden, ausgefiihrt. 
Manometer 0: diente als Thermometer, 
1: enthielt im Hauptteil des GefaéBes (a) 2 eem U und 2 eem 
Urikase, im Nebenteil (b) 0,5 cem 5 °,iger KOH-Lésung, 
2: im Hauptteil wie 1, in ,,b* 0,5cem n H,SO,, 
% 3: wie 2. 
Einzelheiten in Tabelle VI. 


Um das Verhaltnis des verbrauchten O, und des ausgeschiedenen CO, 
zu den zersetzten Harnséuremengen zu bestimmen, wurde nach dem Versuch 
die U-Menge im GeféB | kolorimetrisch bestimmt. Diese Zahlen stimmen, 
in den Grenzen des Versuchsfehlers, mit denjenigen, welche den verbrauchten 
Sauerstoff nach dem Quotient: 1 Atom O, : 1 Molekiil U berechneten, iiberein. 

Gewohnlich wurden 4 bis 5 Tage alte Ausziige verwandt. Diese Versuche 
zeigen, daB, obwohl die Art der Urikase einen Einflu8 auf den respiratorischen 
Quotient im alteren Auszug hat, sie jedoch das Verhaltnis vom verbrauchten 


O, zum abgebauten U nicht bestimmt. In dem glycerinlosen Auszug, 
welcher zum Versuch sofort nach der Bereitung verwandt worden war, 
ist dieser Quotient gleich dem theoretischen, d.h. 2. Er nimmt aber mit dem 
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Respiratorischer Quotient. 22. V. 


Tabelle VI. 


1930. 





GefaBb 0 
Thermobaro- 
meter 
s {2cem Urikase 
\2eem H,0 

b 05 e¢em 


Gefab 1 
Verbrauchter O, 
_ |2cem Urikase 


7 locem T 
b 05c¢cem 


Gefaib 2 
COs 
af 2eem Urikase 
l2eem T 
b O05cem n HeS, 


Gefab 3 


CO, am Anfang des 
Versuchs 
“em Urikase 





2eem 0 


5% ig.KOH 59%) KOH 


= b 05cem n H,S8SO, 
Ko, = 1,16 qmm 


GefaBkonstante Ko, =1,00 qmm K - oem 
CO, aad 
2 


Feo 1,41 qmm 


Druckanderung nach 
Einkippen der 
Schwefelsaure am 
Anfang des Versuchs 


hg + 19mm 
hs- Keo, = 26,8 emm 
3° ACO, 
CO, 


(Chemisch ge- 
bundene Kohlensaure 
am Anfang des 


t 3 Std. Versuchs) 
+ 3.5 — 99,5 + 8,0 
Durch 
Thermobaro- 
meter korri- 
gierte Druck- / 
anderung 
h, =- 103mm ho +45mm 
TO 9 ‘ 1,40 
_ 103emm TOO. 4,5-1,40-+ 108. 1,16 
. ZO, = 130 emm (freie CO.) 
Druckanderung nach Ein- 
kippen der H,S80O,: 
hg = 59mm 
hy. Keo, = 82.6 emm 
Chemisch gebundene CO, 
eo = 08; 82,6 emm — 26,8 emm 
¢ = 3 Std. — 55,8 emm 
a = 0,8, t = 3 Stunden. Gesamte Kohlenséuremenge 130 + 55,8 
5 0, 185,8 
= 185,8cmm; 0, — 103 1,8. 


Alter des Enzyms ab. Diese Ausziige wurden auf ahnliche Weise wie die 
normalen bereitet. Anstatt Glycerin wurde die gleiche Wassermenge 
angewandt, und der Urikaseauszug wurde schon am ersten Tage benutzt. 
Aus den zusammengestellten Daten geht hervor, daB der respiratorische 
Quotient mit dem Altern des Ferments stirker abnimmt, als es mit den 
Glycerinausziigen geschieht. Die erste Phase des eigentlichen Harnsaure- 
abbaues ist weder von der Frische noch von der Art der Urikasebereitung 
abhangig. 
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Tabelle VII. 


Xespiratorischer Quotient. 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Abgebaute Art 
; COs Harnstiure des 
Datum t 0 CO, 0. in mg Ans- Bemerkungen 
berechn. beob. — 
20. V. 1930 4 121 225 1,86 1,96 2,00 4 Tage 
22. V. 1930 3 103 185,8 1,80 1,55 158 i4 , 
23. V. 1930 1 41 72,6 1,77 0,61 160 i6 , 
23. V. 1930 5 138 260.8 1,89 2.06 206 i5 . 
24.V. 1980 12 106,7 192.1 1,89 1,61 160 16 , Das System w 
26. V. 1930 45 212 349.8 1,65 3,18 $20 8 , n. geschiittelt 
27. V. 1930 | 12 144 288,38 | 1,63 2,14 2,20 |9 , Das System w. 


n. geschiittelt 
Uberall die ganze Anfangsharnséure-menge = 3,2 mg (a = 0,8). Einzel- 
heiten in Tabelle VI. 
3. Kinetik. 
a) Enzymkonzentration. Die Versuche, welche den EinfluB der Urikase- 
konzentration zeigen, wurden nach folgendem Schema angestellt : 





i E riled 
ecm 

20 — 

20) 15 5 
| 10 10 

5 15 


(E bezeichnet die Anfangsmenge der Urikase.) Uberall ist das Gesamt- 
volumen der Lésung und die U-Konzentration dieselbe. Das Urikaseverhilt- 
nis in den Lésungen 100 : 75: 50: 25. Die Daten der Tabelle LX beweisen, das 
der Abbau in der Mehrzahl der Falle (1, 2 und 4, im kleineren Grade 3 und 5) 
der Enzymkonzentration proportional ist. Die Proportionalitat macht sich 
ausdriicklich bemerkbar, wenn man bei kleineren Urikasekonzentrationen 
langere Versuchszeit-abschnitte beriicksichtigt. Die Resultate, die in der 
Tabelle X zusammengefa8t sind, zeigen die Proportionalitét ganz aus- 
driicklich. Diese Versuche wurden mittels gasometrischer Methode aus- 
gefiihrt. Die Zahlen (in Kubikmillimeter) entsprechen dem Sauerstoff- 
verbrauch. Die Zerfallsprozente wurden berechnet, wobei man darauf 
achtete, daB bei der Zersetzung von | mg U bis 66,64 cemm O, verbraucht 
wurden. Das entspricht dem Quotient 1 Atom O,: 1 Molekiil U, welcher 
schon vorher (Tabellen VIL bis VIII) experimentell bestimmt worden war. 


b) Harnsdurekonzentration. Die Daten sind in Tabellen XI bis XII 
dargestellt. Wie aus der letzten Rubrik hervorgeht, naéhert sich der 
Abbau der Reaktion erster Ordnung. Fiir héhere U-Konzentrationen 
erhalt man, besonders am Reaktionsende, fiir Konstante k immer gréBere 
Werte. Bei niedrigeren Harnsiéurekonzentrationen zeigen die k-Werte 
gréBere Stabilitat. Die Reaktionskonstante ist von der Substratkonzentra- 


tion abhangig und nimmt mit héheren U-Konzentrationen ab. Diese 
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Tabelle VIII. 


Respiratorischer Quotient. Alle Versuche wurden mit demselben Extrakt 

ausgefiihrt. (Sehr frische Niere.) Glycerin- und glycerinlose Extrakte 

wurden aus demselben Nierenbrei bereitet. Einzelheiten in Tabelle VI. 
Uberall a 0.8 und ¢ 3 Stunden. 





1 2 3 4 5 6 7 
Abgebaute Harns&ure 
COsg in mg 
Datum Os COs Art des Auszuges 
Os 
berechnet beobachtet 
31.V. 1980 106.9 2106 1,97 1,62 1,62 |) ciccerinios 1 Tk 
107.3 2160 2,02 1,64 — ee 
2.V1.1930 106.6 195.0 1,92 1,61 160 I) Giscerinice 8 Tax 
106,9 | 197,4 | 1,94 | 1,62 1,60 |j “7cermios © ‘age 
3. VI. 1930 106,6 2004 1,88 1,60 160 I) Giceeinie 4 T, 
106,7 200.6 1,88 1,60 a. Ser ae 
3.V1. 1930 1068 2059 1,92 1,62 138 Norecssimextrakt 4 Ti 
1060 | 1906 | 188 | 1,58 | 1,58 |("*7eermoxtrent © tage 
4.VI.1930 107.2 189.7 1,77 1,64 190 I) Giccesinlcs & Tene 
105,8 185.2 1,75 1,57 ae 
4.VI.1930 106.8 194.2 1,82 1,61 158 | 


Glycerinextrakt 5 Tag 


106.0 193.2 1,84 1,57 165 || 


6. VI. 1980 | 1030 1586 154 155 160 || coe 7 4, 
105,2 157.8 1,50 = 1,57 Se 

6. VI. 1980 | 1048 | 1781 | 1,70 | 1,56 | 1,58 jig, eet 7 Tao 
108,9 | 168.9 | 1,77 || 1,56 | 1,58 |j"7eormextrakt 7 Bage 


\bhangigkeit ist oft proportional. Die Daten, welche in Tabelle XII zu- 

sammengestellt sind, entsprechen einem von den Wersuchen, die gasometrisch 
| ausgefiihrt wurden. (V, ist die nach der Zeit t verbrauchte Sauerstoff- 
menge in Kubikmillimeter.) ‘Diese Versuche konnten in kiirzeren Zeit- 
abstéanden ausgefiihrt werden, weil sie nicht das Herausnehmen des 
: ReaktionsgefaBes aus dem Thermostaten beanspruchten. 


Wie schon in der ..Methodik*’ betont wurde. miissen die Kolben 
wahrend des Versuchs geschiittelt werden. In Tabelle XIII sind die Resultate 
eines der Versuche zusammengestellt, welche ohne Schiitteln ausgefiihrt 
worden waren. Der Zerfall ist viel langsamer, und bei héheren U-Kon- 
zentrationen ist die Reaktion nach einiger Zeit ganzlich gehemmt, was 
dadurch verursacht wird, daB die Urikasesuspension sich giénzlich auf dem 
GefaBboden absetzt. Zum AbschluB der Versuche, in welchen in kurzen 
Intervallen die Messungen ausgefiihrt wurden, wurden dieselben Reaktions- 


systeme zu Reaktionsablauf-bestimmungen fiir langere Zeitabschnitte zu 
9 sammengestellt. Diese beiden Versuche wurden superponiert eingetragen. 
, Hier andert sich auch die Konzentration der Harnsaéure in der Kontrolle. 

ec) Dissoziationskonstante. Die erhaltenen Resultate. welche nach 
> Michaelis und Menten (17) berechnet worden sind, sind in Tabelle XI\ 
, zusammengestellt. Die Versuche wurden in vier parallelen Proben aus- 
> gefiihrt, und jede Ziffer entspricht dem Mittelwert. Die erhaltenen Resultate 


10 * 
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Tabelle IX. 


Einflu8 der Enzymkonzentration. 








Datum 
und Anfangs- 


Relative Enzymkonzentration 














konzentration 100 es ae 7% 50 a ® 
1929 z 5 z 0 z Fo x O/5 
1 0,193 35 0,137 25 0,094 17 0,055 10 
1... 2m | 2 0,35 64 0.275 50 0,17 31 0,11 20 
a 0,55 | 3 0,45 83 0,38 69 = 0,26 47 — 
4 — — | 0,456! 82 | 0,33 60 0,193 35 
1 0,155 28 0125 23 0,10 18 0,05 9 
IT. 26. XI 2 0,275 50 0,24 44 0193 35 = 0,09 16 
a = 0,55 3 0,38 69 0,335 61 0,27 48 0,125 23 
4 0,46 84 0,41 75 =| 0,38 60 | 0,165 30 
1 0,16 23 0,12 17 = 9,10 140,05 7 
Ill. 28. XI | 2 0,28 40 0,216 31 0,175 25 | 0,10 14 
~ on * 70 4 0,47 67 0,385 55 = 0,31 40 | 0,195 28 
win, | 6 |061 87 (0505 72 042 60 028 40 
8 - — | 0,56 80 = =0,47 67 | 0,35 50 
1 0,16 20 0,13 16 — — a — 
| 2 0,305 38 0,23 29 =| 0,15 19 0,08 10 
iv. Sh 2 3 0,40 50 ons ae a — - 
a 0,80 4 0,455 57 0,32 40 | 0,29 37 «|| «0,16 20 
| 6 0,54 67,5 0,40 50s 0,41 52 || 0,285 | 27 
8 — —_ — — | 048 60 | 0.28 40 
| 2 0,145 25 0,11 19 = 0,08 14 0,06 10 
¥.. 2%. Ee. 4 0,29 50 0,203 35 |0,157 27 | 0,104 18 
a = 0,58 | 6 {039 | 67 || 0,82 55 | «0,23 40 | 0,15 26 
8 0,464 80 0,39 67 =: 0.38 57 ~—s- 0,20 35 
Tabelle X. 
EinfluB der Enzymkonzentration. 
Relative Enzymkonzentration 
Datum und ,a* t 100 75 O 
Vy P %F Vy %lo Vy ° 
0,5 30 14 12,8 6 6,4 3 
ae 1 51,2 24 23,5 11 10,7 5 
L MV. 19000 1 15 | 88 | | S20 | 15 | 170 | 8 
— | 20 88.2 39, 426 20 13 10 
2.5 96,0 45 51,2 24 25.7 12 
1 448 21 19,2 9 9,4 4,5 
II. 2. VI. 1930 2 74.0 36 40.5 19 19,2 9 
a 0,80 | 3 102.3 48 56,3 26 27,8 13 
4 -- -- 66,1 31 34,9 16,3 


V, = 


verbrauchter Sauerstoff in cmm. 





Reaktionskinetik. 


Kinetik der Urikasewirkung. 
Tabelle XI. 


Einflu8 der U-Konzentration. 


(19. XIL. 1930.) 





0,i 


0,2 


0.4 


0,6 


o nw = 


> 


or 


0,8 


_ 


&@-—-2Z2 


0,067 
0,042 
0,025 
0,15 
0,104 
0,05 
0,32 
0,25 
0,164 
0,08 
0.04 


0,45 
0,348 
0,245 
0,18 
0,12 
0,625 
0,50 
0,41 
0,32 
0.17 
0,08 


0,03: 
0,058 
0,075 


0.05 
0,196 
0,15 


0,08 
0,15 
0,236 
0,32 
0,36 
0,15 
0,252 
0,355 
0,42 
0,48 
0,175 
0,30 
0,39 
0,48 


0,63 
0,72 


90 


1 , a 
oe 
t Ca 


0.35 
0,37 
0,40 
0,26 
0,28 
0,30 
0,20 
0,20 
0,20 
0,23 
0,25 
0,125 
0,12 
0,13 
0,13 
0,14 


0,11 
0,10 
0,10 
0,10 
0,11 
0,11 
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beweisen, dai die Anfangsgeschwindigkeit, die bei kleinen Mengen von de1 


U-Konzentration abhangig ist, schon bei nicht allzu groBen Konzentrationen 
(a > 1,0 mg/cem) von der Substratmenge nicht mehr abhaéngig ist. Wendet 


man in der Michaelis-Gleichung die gefundenen 


kommt man: 


Dies 


bezeichnet z. B.. 


da8 fiir 


[S] 


® Ts) + 0,0088 


die 


U-Konzentration 


(S) 


Km-Werte an. so be- 


4,3 Millimol. 


was umgerechnet auf a den Wert etwa 0,7 mg/ccm ergibt, die Halfte der 


ganzen aktiven Urikasemenge mit U verbunden ist. 
zentrationen nimmt die Verbindung schnell zu, und bei @ 
ist die ganze Urikasemenge mit dem Substrat praktisch verbunden. 


Bei héheren U-Kon 
etwa 1.0 mg/ccm 
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Tabelle XII. Reaktionskinetik. EinfluB8 der U-Konzentration. (31. V. 1930.) 





50.0 (a 


0,18)5) 


100,0 (a 0,375) 


200.1 (a 0,75) 


Tabelle XIII. 


Mm osooomon 


or 


or 


POP WONDERS FWNWNR EO 


o Ct 


or 


Cor WHR RS 


Vv 0/5 K 
9,9 20 
21,1 42 
27,6 55 
32,9 66 
37,8 75 
41,0 &2 
46,1 92 
13,1 13 
24,1 24 
33,0 33 
44.6 44.5 
52,4 52 
61,8 61,5 
73,7 73,5 
83.9 84 
91,6 91,5 
17,1 8.5 
32.0 16 
46,1 23 
60.3 80 
72,1 36 
84,0 42 
104,1 52 
121,0 60,5 
139.9 70 


Reaktionskinetik. 


Einflu8 der U-Konzentration. 


Ungeschiittelte Systeme. (18. VI. 1929.) 


t 


log 
Sj 


0,19 
0,25 
0,23 
0,22 
0,24 
0,25 
0,26 
0,12 
0,12 
0,12 
0,13 
0,13 
0,14 
0,14 
0,16 
0,17 
0,078 
0,076 
0,076 
0,076 
0.078 
0,082 
0,080 
0,080 
0.087 





0,4 
0,6 


0,56 
0,80 


0,78 
0.80 


t 


tod . 
WOE D HMDOOKN ON BDOFrNMW CIN Ne 


_ 


wore 
—) 


G—@ 


0,068 
0,045 
0,165 
0,125 
0,065 
0,32 
0,25 
0,18 
0,112 
0,085 
0,09 
0,51 
0,42 
0,37 
0,30 
0,29 
0,72 
0,63 
0,45 
0,38 
0,39 


z 


0,032 
0,055 


0,035 
0,075 
0,135 


0,08 
0,15 
0,22 
0,28 
0,315 
0,31 
0.09 
0.18 
0,23 
0,30 
0 27 
0,08 
0,17 
0,35 
0,40 
0.41 


a 


Va 


— J} 


Zz 
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) Tabelie XIV. 


Dissoziationskonstante der Verbindung ,,Urikase-Harnséure*’. 


(13. I. 1930.) 








A. 
[s a ; log [S t z 77 103 
a in Molen (Min.) mg/cem 
0.1 0.000 595 — 3,23 10 O.015 | 
2) 0.0381 15.2 
30 0.046 | 
(),2 0,001 19 — 2,92 10 0,02 1 omy 
20 0.04 | <0),0 
0.4 0,002 38 — 2.62 10 0,025 | 97 () 
20) 0,054 | ar 
0.6 0,003 57 — 2,45 10) 0,035 : 4 
20) 0.078 { 38,0) 
O08 0.004 76 — 2.32 10 0.05 | FA «) 
20 0.10 | ws 
13 0.007 13 — 2,15 10 0,06 | 
20 0.128 67.0 
30 0.20 
1.4 0,008 32 — 2,08 10 0.07 
20 0,14 70.0 
30 0.22 
1,6 0.0107 — 1,97 10 0,059 | 
20 0.128 y 64.0 
30 084 
B. Ky 0.0045 
Datum ky 1:4y 
3. I. 1930 0.0040 250 
13. I. 1930 0.0045 222 
v 14. I. 1980 0.0039 255 
17. I. 1930 0.0048 209 
18. I. 1930 0,0042 240 
Durchsehnitt : 0.00438 243 


4. Einflu8 der Alkohole. 


a) Beschleunigende und hemmende Alkoholwirkung. 
Systeme war folgendes: 


Das Schema der 





U Urikase Alkohol Wasser 0/9-Gehalt 
cem ecm ccm cem des Alkohols 

- 10 0 
0,2 9,8 0.5 
0,4 9.6 1.0 

10 20 0.8 92 2.0 
2,0 8,0 5,0 
3,2 68 8,0 


4.0 6,0 1 





O0 
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Die Tabellen XV und XVI zeigen, da& héhere Butyl- und Propy!- 
alkoholkonzentrationen hemmend auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
wirkten. Génzliche Hemmung erhielt man bei 8° ,igem Butyl- und 
16% igem Propylalkohol. Aus den Versuchen, welche mit viel niedrigeren 
Alkoholkonzentrationen ausgefiihrt sind, ergibi sich, daB die Re- 
aktionsgeschwindigkeit eine Steigerung erfuhr. Die hemmende Wirkung 


Tabelle XV. 
Einflu8 des Butylalkohols. 





Alkoholgehalt in °/9 


Datum a t ; 0 








0.5 1,0 2,0 5.0 8.0 10.0 
Geen. se : p AS 

20. I. 1980 0.80 1 0,145 015 | 012 0,185 0,185 0,05 0,055 
2 (0,25 0,265 '023 025 0,24 0,095 0,08 

38 033 0,85 0,28 032 0,29 0,095 0,08 
21. I. 1930 0,80 1 0.17 0.175 ' 0.185 0,215 0.20 0.055 0.055 
2 (030 0,82 | 0,31 | 0,295 0,30 0,095 0,08 

3 035 0,415 036 035 0,335 0,095 0,08 
25. I. 1939 0,75 2 0,23 025 |020 0195 016 0,113 0,095 
3 0,30 030 (027 0,265 023 0,113 0,09 

4 0,34 0,335 | 0,32 031 0,293 0,105(7) 0,09 

24. ILI. 1930 0,83 1 (0,17 | 0,18 | 0,18 | 010 0,11 | 0,07 0,07 
2 0,30 0,32 0,32 0,29 0,29 0.12 0,12 

4 0,60 0,66 0,645 0,585 0435 0,12 0,14 

25. IIT. 1930 0,84 1 0,18 015 015 O18 O17 0,07 0,04 
2 | 0,33 0,35 | 0,35 | 030 0,29 0,09 0,10 

4 | 0,60 0,665 0,67 0,58 0,455 0,23 0,22 

11. 111. 1930* 0,35 2 0,065 0.05 0,055 0,06 0,045 001 0.01 
4 010 009 0,095 0,10 0,085 0.01 0.01 

6 0,14 0,145 0,14 0,145 0,093 0.01 0.01 

12. 111. 1930* 0,35 4 0105 0105 010 012 £0,075. 0,05 0.02 
8 /|0,195 020 0,225 0213 013 0,05 0,02 

* Urikase aus Frischen. 
Tabelle XVI. 
Einflu8 des Propylalkohols. 
Alkoholgehalt in ° , 
Datum a t at. oe ES aa 20 “| “5.0 8.0 12.0 16.0 
he ee ee 

27. 111.1930 041 2 0.07 0,065 0,065 0,065 0,065 0,06 0,025 0,025 
5 0,138 014 0,145 0,15 014 O10 0,09 0,09 

13. I11.1930* 040 4,012 0,012 0,12 0183 0,014 — 0,08 0,05 
8 0,23 0,245 0,24 0,245 0,245 — 018 0,06 

14. I11.1930* 040 4 0,145 0,145 0,135 0.16 0,15 0,095 0,061 0,04 
8 0,23 0,235 0.225 0,225 0,23 0,155 0,12 | 0,04 


* Urikase aus Frischen. 
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steigt wahrend des Reaktionsverlaufs. Manchmal zeigt sich, besonders 
in den ersten Versuchsstunden, die verzégernde Alkoholwirkung nicht, oder 
sie ist dem Alkoholgehalt nicht proportional (Abb. 1). Es wurde angenommen. 
da8 die hemmende Wirkung des Alkohols wéhrend des Versuchs steigt, 
was auch wirklich, wie sich aus Tabelle XVII ergibt, bestatigt wurde. 
Die Versuche, welche in der Tabelle XVII zusammengestellt sind, wurden 
in derselben Weise wie die vorhergehenden ausgefiihrt, mit dem Unter- 
schied, daB die entsprechenden Alkoholmengen vorher mit der Urikase 
wéhrend 12 bis 14 Stunden bei 37°C im Kontakt belassen wurden. Erst 
nachher wurde ihnen die Harnséure zugefiigt. Die proportionale Abhangig- 
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Abb. 1. Abb. 2. 


keit der Hemmung von der Alkoholkonzentratipn ist jetzt viel deutlicher 
(Abb. 2). Die beschlemnigende Wirkung hat bei 1°, Alkoholgehalt ihr 
Maximum, nachher nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit wieder ab. Diese 
Steigerung ist vom U-Gehalt abhangig, und bei kleineren U-Konzentrationen 
ist sie deutlicher. Bei gr6éBeren ist die Beschleunigung erst am Ende der 
Reaktion deutlich, im Gegensatz zu den kleineren U-Mengen (Tabelle X VIII) 

b) Reversible Wirkung. Die reversible Alkoholwirkung, d.h. der 
Einflu8 des Alkohols, welcher langere Zeit hindurch mit der Urikase in 
Kontakt gelassen worden war und dessen Konzentration sich nachher 
verminderte, zeigen Tabellen XIX und XX. Die Versuche wurden 
folgendermaBen ausgefiihrt: Zu 10cem Urikase wurde eine solche Alkohol- 
menge zugegeben, welche wie gewdéhnlich teilweise oder ganzlich die 
Reaktionsgeschwindigkeit hemmt. Nach 12 bis 24 Stunden wurde in 
Serie (c) der Erlenmeyerkolben der Alkohol verdiinnt, in der Serie (b) 
wurde die Alkoholkonzentration keiner Anderung unterzogen. Es 
wurde nach 3 bis 4 Stunden Harnséure hinzugefiigt, und durch ent- 
sprechende Alkohol- und Wasserhinzufiigung erhielt man in den beiden 
Systemen gleiche Volumina und dieselben Alkoholkonzentrationen wie 
vorher. Die Systeme enthielten wie gewéhnlich 40 cem Lésung, davon 
nur 10cem Urikase. Jetzt fing man den eigentlichen Versuch an. Zur 
Kontrolle wurden die Kolben (c) mit denjenigen (d) verglichen, in welchen 
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Tabelle XIX. 
Reversible Alkoholwirkung. Propylatkohol. 
Versuchsschema: 
‘ 3, nach 12 Std. (, nach 3 bis 4 Std 
; Alkohol zugegeben Alkohol zugegeben Alkohol 
Urikase H,0 Alkohol H,0 Alkohol U_ Alkohol H,0 
cem ecm ecem cem ecm lo ecm ecm ecm 
b 10 1,25 1,25 10 11,25 1.25 10 10 35 1.5 10) 
c 10 1.25 1,25 10 12,5 5(10) 10 4,25 0,75 10 
d 10) 1.88 0,62 5 11,87 0,63 5 10' 425 0,75 5 
e 10 237 013 1 12.38 012 | 109, 4.85 0,75 l 
Alkoholgehalt in ° 5 
10 5(10) 5 l 
Datum a 
a z 
b d e 
3. IV. 1930 0,49 4 0,173 0.172 0.12 0.08 
4. IV. 1930 0,40 4 0,355 0.355 0,34 0.12 
8 0,235 0,23 0,18 0.11 
5. LV. 1930 0.41 2 0,252 0,25 0.17 0.11 
5 0.16 0165 0,103 0.05 
7. IV. 1930 0,40 1,5 0,363 0.36 0,33 0.31 
4 (),295 030 0,265 ().22 
Tabelle XX. : 
Reversible Alkoholwirkung. Butylalkohol. 
Versuchsschema in Tabelle XIX. 
Alkoholgehalt in ° 
10 5 (10) 5 1 
Datum a t 
a z 
d e 
8. IV. 1930 0,40 2.5 0,395 0,315 0,31 0,30 
6 0,395 0,24 0.238 0.18 
9. IV. 1930 0,40 2 0,35 0,29 0,28 0,22 
5,5 0,355 0,195 0,195 0,135 
11. IV. 1930 0,40 3 0,405 0,30 0,29 0,22 
5 0,40 0.235 0,232 0.152 
12. IV. 1930* 0.43 2,5 0.40 0.33 0,325 0,30 
5 0,395 0,27 0,26 0,20 


* Im letzten Versuche wurde Teil B nach 24 Std. 


zugegeben 
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der Alkohol wihrend der ganzen Kinleitungszeit eine stabile und bestandige 
Konzentration hatte, die gleich der Alkoholkonzentration nach Verdiinnunyg 
des c-Systems gewesen ist. Das genaue Versuchsschema zeigt Ta- 
belle XIX. Jede Ziffer entspricht dem Mittelwert aus drei Parallelversuchen. 
Die Wirkung des Propylalkohols ist, wie sich erwies, unreversibel, hingegen 
die des Butylalkohols sogar nach 24 Stunden reversibel. 


Analyse und SchluBfolgerungen. 
1. Einflup der duferen Faktoren. 


a) Der SauerstoffeinfluB ist sehr deutlich. In Versuchen, welche 
in Sauerstoffatmosphare ausgefiihrt waren, ist der Zerfall viel energi- 
scher als in Luft. Wenn Harnséiure bei der Oxydation das Zerfalls- 
produkt FR ergibt, haben wir auf Grund das Massenwirkungsgesetzes : 


’ Y r 
Cy .Co, == K.Cr, 
wo Cy, Co. und C, die Konzentrationen von Substrat, Sauerstoff 
u» Yo, R 


und Reaktionsprodukt sind; VergréBerung der O,-Konzentration er- 
zeugt Verstiarkung des Harnsdureabbaus. 


b) Aufgekochte Urikase hemmt unmerklich die Reaktions- 
geschwindigkeit. Dieses kann durch U-Adsorption an den Flocken, 
welche wahrend der Urikaseaufkochung sich bildeten, erklart werden. 
Das Filtrat der aufgekochten Urikase bewirkt keine Reaktions- 
hemmung. 


c) Allantoin, auch in gréfberen Mengen (3 mg/ccm), hat auf die 
Kinetik keine Wirkung. Dies kann man auch auf Grund des Massen- 
wirkungsgesetzes und der Michaelisschen Gleichung erkléren. Allantoin 
ist, wie bekannt, nicht das unmittelbare Produkt der Harnsaure- 


oxydation und kann auf den Verlauf des ersten Reaktionsteils des 
eigentlichen U-Zerfalls — keinen EinfluB ausiiben. 


2. Altern der Urikase. 

Die Versuche, welche die Urikaseabnutzung betreffen, zeigen, 
daB das Enzym sich nicht abnutzte und nach Zerlegen von beliebigen 
U-Mengen die gleiche Intensitétswirkung hatte. Die Urikase ist also 
ein Idealkatalysator. 

Aus den Tabellen VI bis VIII geht hervor, daB das Verhaltnis 
des ausgeschiedenen Kohlendioxyds zum verbrauchten Sauerstoff fiir 
frische urikolytische Praparate dem theoretischen, d.h. 2, gleich ist. 
In alteren Ausziigen nimmt dieser Quotient ab. Die erste Phase 


hingegen — die U-Zersetzung und O,-Verbrauch — ist von der Enzym- 
frische unabhangig. Nach 7 Tagen zerlegte der Auszug die gleiche 


— — oo 
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Harnsauremenge wie am ersten Tage, wenn er nach der Bereitung 
unmittelbar benutzt wurde (Tabelle VIII). Aus Rubrik 5 und 6 dieser 
Tabelle sehen wir, daB der Saverstoffverbrauch mit der U-Zersetzung 
iibereinstimmt. Die Menge des ausgeschiedenen Kohlendioxyds ist 
deutlich von dem Enzymalter abhangig. Das kénnte bedeuten, dab 
eine decarboxylierende Komponente der Urikase existiert und daB diese 
leichter einer Vernichtung unterliegt. Dies stimmt zu den Versuchs- 
ergebnissen von Felix, Scheel und Schulter (12), die die Abhangigkeit 
des respiratorischen Quotients vom py des Mediums untersuchten und 
zur ahnlichen SchluBfolgerung kamen. 


3. Kinetik. 
Die Reaktionsgeschwindigkeit ist in gewissen Grenzen der Enzym- 
konzentration proportional, wenn man bei kleineren Mengen langere 
ss —_ 
Versuchszeit-abschnitte beriicksichtigt. Was den EinfluB der U-Kon- 
zentration angeht, so ist, wie sich aus den zusammengestellten 
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Tabellen ergibt, der Zerfall bei kleinen U-Mengen (0,1 bis 0,4mg/cem) 
in der Regel der Konzentration proportional; bei héheren nimmt auch 
die Geschwindigkeit mit der Konzentration zu, aber die Proportionalitat 
besteht nicht mehr, und bei relativ ziemlich groben Konzentrationen 
bleibt die Zersetzungsgeschwindigkeit unabhingig von der Substrat- 


konzentration. 
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Abb. 3, die aus Mittelwerten von fiinf Versuchen erhalten wurde, 
gibt die Zerfallskurven von fiinf U-Konzentrationen. Abb. 4 zeigt 
ebenfalls diese Abhangigkeit. Die Abszisse entspricht den U-Konzen- 
trationen, die Ordinate den abgebauten U-Mengen in beliebigen Zeit- 
abschnitten. Es lieB sich feststellen, dab die Kurve, die am Anfang 
der Geraden sich naherte, nachher die Gestalt einer logarithmischen 
Kurve annahm, und zuletzt wieder die Gestalt einer Geraden, die 
parallel zur Konzentrationsache verliuft. Dies bedeutet Zerfalls- 
unabhangigkeit von der Konzentration. 

Neuerdings hat Hedin (18) die Michaelissche Gleichung, welche die 
Dissoziationskonstante der Verbindung ,,Enzym—Substrat‘ betrifft, 
kritisiert. Dies richtet sich jedoch nicht insbesondere gegen die 
M-Gleichung, sondern gegen die Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes fiir Lésungen im allgemeinen oder gegen eine der Michaelis- 
schen Voraussetzungen, wie es auch Michaelis (19) bemerkt hatte. 

Bei Urikase-anwendung liegt das Enzym als Suspension vor, 
und das Massenwirkungsgesetz bestatigt sich, wenn das System sich 
am meisten dem homogenen Medium nahert. Es miissen also die Fak- 
toren der Diffusion und Adsorption, die im makroheterogenen Medium 
vorkommen, ausgeschlossen werden. Der erste Faktor kann dann 
auf die Reaktionskinetik von EinfluB sein, wenn die Geschwindigkeit, 
mit welcher die Harnséiuremolekiile mit der Urikase zasammenkommen 
kleiner als die U-Zerfallsgeschwindigkeit ist. Am deutlichsten tritt 
dieser Faktor dann hervor, wenn das System wahrend des Versuchs 
nicht geschiittelt wird und die ganze Urikasemenge am Boden des 
GefaiBes liegen bleibt. Aus den Versuchen, die die ungeschiittelten 
Systeme betreffen, von we!chen einer in Tabelle XIII wiedergegeben ist, 
geht hervor, daB der Zerfall unter diesen Bedingungen ganz langsam 
verliuft. Bei héheren U-Konzentrationen ist die Reaktion nach einiger 
Zeit ginzlich gehemmt. Das hangt zusammen mit dem langsamen 
Sedimentieren der Urikasesuspension. Infolge des Schiittelns wurde 
die Diffusion ausgeschlossen. Wie die Tabelle 8. 140 zeigt, ist die an- 
gewandte Schiittelgesch windigkeit hinreichend groB. Ihre VergréBerung 
erzeugt keine Anderungen in der Reaktionskinetik. 

Die Adsorption wiirde dann einen EinfluB ausiiben kénnen, wenn 
die Harnsiure auf der Urikase in gréBeren Mengen adsorbiert wiirde. 
Die Versuche aber, welche mit inaktiver Urikase ausgefiihrt worden 
waren, zeigten, daB nach der Trennung der festen Teile von der Lésung 


die U-Menge ohne Anderung blieb. Die Harnsiure sorbiert nicht 
oder nicht in merklichen Mengen auf der Urikase. Man kann also das 
Massenwirkungsgesetz anwenden und die Kinetik der Urikasewirkung 
erforschen, wenn man die Voraussetzungen der homogenen Medien 
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in (8) annimmt. Man kann also mit gewisser Genauigkeit die Michaelis- 
schen Gleichungen anwenden: 

S 

fe i (1) 

[(S]+ Ky 


und 


K, = [R]. Ky 


a ’ (2) 


(J 
(S + Ky) | ’ —1} 


wo Ky die Dissoziationskonstante der Verbindung ,,Enzym-Substrat**, 
K» ,,.Enzym-Zerfallsprodukte“ und v und vy, die beobachteten Anfangs- 
geschwindigkeiten mit oder ohne Reaktionsprodukt-zugabe sind. Wie 
jedoch die ausgefiihrten Experimente zeigen, die in der Tabelle IV 
zusammengestellt sind, iibt die Allantoinzusetzung auf die Reaktions- 
geschwindigkeit keinen EinfluB aus, also v =v». Daraus geht 
hervor, daB Kp = co und die Affinitétskonstante gleich Null ist. 
Die Gleichung (1) kann also nicht nur fiir Anfangsgeschwindigkeiten 
angewandt werden und kann die Gestalt 


dx a—z . 
raat hs , (3) 
dt @a—2-+ Ky 
annehmen, wo 
a die Anfangssubstratkonzentration, 
x die nach der Zeit t zersetzte U-Menge und 
e der Proportionalitatsfaktor ist. 
Wenn man diese Gleichung integriert, so erhalt man: 
ae: 1: a 
k= —-- : In - (4) 
Ky t t a— zx 


wo k = C/Ky ist. Theoretisch ist also die Gleichung der Urikase- 
wirkung als Summe der Reaktionen nullter und erster Ordnung dar- 
gestellt. Bei kleinen Ky-GréBen hat der erste, bei groBen der zweite 
Teil der Gleichung das Ubergewicht. Die Reaktion nullter Ordnung 
wiirde man dann erhalten kénnen, wenn die Affinitét des Enzyms 
zum Substrat so groB ist, dab, wenn auch der gréBte Teil des Substrats 
schon zerlegt worden ist, das Enzym noch ganzlich mit dem Substrat 
verbunden ist. Die Affinitat des Zerfallsproduktes zum Enzym sollte 
auch klein sein. Es scheint, daB man es mit allen diesen Bedingungen 
bei der Urikase zu tun hat. Die Werte fiir x sind daher in Milli- 
gramm ausgedriickt; nach Umrechnung in Gramm verkleinert sich 
der erste Teil der Gleichung (4) tausendfach, und der Zerfall nahert 
sich der Gleichung erster Ordnung. Bei gréBeren Substratkonzen- 


trationen wurde, besonders am Ende der Reaktion, ein deutlicher Abfall 
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der Reaktionskonstante bemerkt. Dieser ist dadurch verursacht 
daB die Mengen der zerlegten Harnsdure sich vergréBerten und de: 
Quotient x/f immer gréBer wurde. Der Abfall von k hingegen. de: 
am Anfang der Reaktion einige Male beobachtet wurde, kann von 
Versuchsfehlern verursacht worden sein, wie aus folgender Fehler 
diskussion hervorgeht: 


k= a = 
t a—wz 
Of Of of 
Ak = t+ - b+ ee. 
¢ Ot - Oa - 0 (a — x) a nea 
dt c a & 
4akt= t.4 1 L da 1 1 da nf (5) 
t t a t a—z 


At ist der maximale Zeitversuchsfehler, welcher von dem Herausnehmen 
des Versuchskolbens aus dem Thermostaten verursacht wird und kann 
bis 3’ betragen. 

Aa, der maximale Fehler in der Messung der U-Anfangskonzen- 
tration, kann bis 1 Gradabstand des Kolorimeters betragen, was fiir 
mittlere Konzentrationen (a = 0,5) den Wert von 1°, ausmacht 

A (a — x), ahnlich bis 2 Gradabstande, d.h. 0,01 mg U. 

Die Gleichung (5) nimmt also die Gestalt 
0,01 0,01 

re 

t(a — x) 


k e 
at= : - 0,05 + (6) 
an; z.B. a=0,4; t=1; (a—2z) =0,24, k =0,52: Ak etwa 
0,08; Ak = etwa 0,16. Der Fehler des berechneten k kann also bis 
16°, betragen. Bei gréBerem ¢ wird dieser Versuchsfehler verkleinert, 
und es ist nicht erlaubt, die VergréBerung der Reaktionskonstante 
auf die Rechnung des Versuchsfehlers zu legen. 


4. EinfluB der Alkohole. 

Bei kleinen Alkoholkonzentrationen wurde keine grobe  Be- 
schleunigung der Zersetzungsgeschwindigkeit festgestellt, welche fiir 
Butyl- bei 1°, und Propylalkohol bei 2°, ihr Maximum erreicht. Bei 
VergréBerung der oberflichenaktiven Substanzen ist die Verminderung 
der Reaktionsgeschwindigkeit dem Alkoholgehalt proportional, was 
am deutlichsten nach langerer Versuchsdauer ist. Aus Abb. 1 sehen 
wir, daB nach 1 oder 2 Stunden die Proportionalitat nicht so gut wie 
nach 4 Stunden hervortritt. So ist also die Alkoholwirkung von der 
Zeit abhangig, was auch wirklich bestatigt wurde. In den Versuchen. 
in denen Urikase und Alkohol langere Zeit in Kontakt gelassen 
waren, geht schon die Proportionalitét aus den ersten Messungen 
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hervor (Abb. 2). Ganzliche Hemmung findet bei 8° ,igem Butyl- 
und 16° ,igem Propylalkohol statt. Die Butylalkohol-hemmung ist im 
Mittel zweimal so groB wie die des Propylalkohols. Bei Konzentrationen, 
die 100°%,ige Hemmung hervorrufen, bemerkt man anfangs einen 
geringen Zerfall des Substrats, doch ist die Reaktion nachher 
ganzlich gehemmt. Diese Erscheinung wird durch die zeitbedingte 
Wirkung der Alkohole auf die Urikase erklart. Die hemmende Wirkung 
ist von der Substrat- und Enzymmenge unabhingig, die Reaktions- 


beschleunigung hingegen, welche von kleinen U-Konzentrationen 


_verursacht wird, ist deutlich von der Substratmenge abhangig. Bei 


kleineren Harnsdurekonzentrationen ist die beschleunigende Alkohol- 
wirkung relativ héher als beiden gréBeren. Was die reversible Hemmungs- 
wirkung dieser Kérper anbelangt, so wirken die beiden Alkohole ver- 
schiedentlich. | Propylalkohol wirkt unreversibel, der Butylalkohol 
hingegen bewahrt auch nach 24 Stunden seine reversible Wirkung. 

Im Sinne der angenommenen Voraussetzungen ist die enzymatische 
Reaktionsgeschwindigkeit durch die Gleichung 

V=c-@ (7) 
ausgedriickt, wo @ die jedesmalige Konzentration der Verbindung 
,.Enzym--Substrat** und c der Proportionalitatsfaktor ist. 

Die Erscheinungen, welche die Geschwindigkeit verandern, kénnen 
von der Anderung des ersten oder zweiten Faktors odet beiden zusammen 
verursacht sein. Bei Anderung von @ verbindet sich die oberflichen- 
aktive Substanz chemisch oder physikochemisch mit einem Teil des 
Ferments, und infolgedessen wird die Menge der freien aktiven Zentren 
des Enzyms vermindert. Die Verainderung des Proportionalitats- 
faktors c wird von der Verainderung des Reaktionsmediums verursacht. 
Bei bestandigen Konzentrationen der Hemmungsmittel ist dieser 
Faktor von Substrat und Enzymmenge unabhaingig. Da man die 
Enzymkonzentration als relativ sehr klein annimmt, ‘ist die einheit- 
liche 100°,ige Hemmung fiir verschiedene Enzymmengen mit den An- 
sichten von Meyerhof (20) und Warburg und Wiesel (21), die die Alkohol- 
adsorption auf dem Enzym, also die Veranderung von g behaupten, 
nicht in Widerspruch. Die beschleunigende Wirkung der kleinen Alkohol- 
mengen kann man erkléren, wenn man annimmt, daB unmerkliche 
U-Mengen, welche sich auf dem Gewebe adsorbieren, durch Alkohol 
eluiert sind. Bei kleinen U-Konzentrazionen kénnen diese Mengen 
auf den Zerfalls-prozentsatz auch einen EinfluB ausiiben. 

Nimmt man die Verainderung des Faktors c, also des Reaktions- 
mediums an, so muB man annehmen, dab die kleinen Alkoholmengen 
diesen Faktor verkleinern und die héheren ihn vergréBern. Man muB 


auch den EinfluB von kleinen U-Konzentrationen erklaren. Man 
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nehme also an, daB bei der VergréBerung des Faktors ¢ auch die U-Menge 
mit wirkt und daB er bei kleinen Konzentrationen gréBer als bei héheren 
ist, bei welchen er stabile Werte annimmt. Diese Annahme soll auch 
als Erklarung dafiir dienen, daB die fiir groBe Harnsiurekonzentrationen 
beobachteten Geschwindigkeitsbeschleunigungen am Ende der Re- 
aktion viel gréBer sind als am Anfang, wenn die ganze U-Menge noch in 
der Lésung bleibt. 

DaB die Harnséure auf den physikalischen Zustand der Lésung 
einen EinfluB ausiibt, darauf sollen die in Tabelle VY zusammen- 
gestellten Versuche hinweisen, wo in System B zu diesem Zwecke 
kleine U-Mengen in den Vorversuch zugegeben worden sind, damit 
sich dort keine Flocken bilden, was vorkommen kénnte, wenn man 
reine Urikasesuspension langere Zeit erwirmt. Es ist wahrschein- 
lich, daB hier die beiden Faktoren einer Veranderung unterliegen. 
Bei der heutigen Kenntnis des Einflusses der oberflichenaktiven Sub- 
stanzen auf die Enzymreaktionen léBt sich jedoch nichts Bestimmtes 
iiber die quantitative Seite der besprochenen Faktoren sagen. 

Die reversible Wirkung des Butylalkohols wiirde sich mit der Lésungs- 
verdiinnung, also mit der Verinderung des Mediums und VergréBerung 
des Faktors c, erklaren lassen. Wenn man jedoch die Alkoholadsorption 
am Enzym annimmt, kénnte man auch die Reversibilitét erkliren, 
weil nach der Verdiinnung die Adsorption kleiner und die Menge des 
freien Ferments gréBer werden kénnte. Die unreversible Wirkung 
des Propylalkohols bleibt unaufgeklart. Die mégliche Ursache davon 
ist, daB dieser Alkohol in gréBeren Konzentrationen die urikolytische 
Suspension zur Gerinnung bringt und dadurch den UrikaseabschluB und 
die Zerlegung der Harnséure veranlaBt. Bei Butylalkohol ist dieses 
Gerinnen bei den angewandten Konzentrationen weniger deutlich 
gewesen. 

Zusammenfassung. 

Die Analyse der Kinetik der Urikasewirkung gab folgende Re- 
suitate : 

1. Die Urikase ist in Wasser unléslich und muB8 als Suspension 
angewandt werden. Um homogene Urikasekonzentrationen zu er- 
halten, wurden die Systeme wahrend des Versuchs geschiittelt. 

2. Der U-Abbau ist in Sauerstoffatmosphare viel energischer 
als in gewoéhnlicher Luft. 

3. Zugabe von aufgekochter Urikase verkleinert unmerklich die 
Reaktionsgeschwindigkeit. Das Filtrat der aufgekochten Urikase hat 
hingegen auf die Kinetik keinen EinfluB. 

4, Allantoin, auch in gesattigter Lésung, bleibt auf die Urikolyse 
ohne EinfluB. 
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». Die Urikase ist ein Idealkatalysator. 
6. Die enzymatische Harnsaurezersetzung verlauft unter Aufnahme 
von | Atom Sauerstoff und 1 Molekiil Wasser und unter Ausscheidung 
von | Molekiil Kohlendioxyd: CO,/O, = 2. 

7. Die Sauerstoffaufnahme und der U-Abbau ist von der Frische 
des Urikaseauszuges unabhangig. Der respiratorische Quotient hin- 
gegen, der bei frischen Extrakten dem theoretischen gleich ist, nimmt 
bei alteren Ausziigen ab. 

8. Die Affinitatskonstante der Verbindung ,,Urikase —Harnsaure“ 
ist ziemlich groB. 

%. Bei kleinen U-Konzentrationen nahert sich die Kinetik der 
teaktion erster Ordnung. 

10. Der U-Abbau ist in gewissen Grenzen den angewandten Urikase- 
mengen proportional. 

11. Der Zerfall ist von der U-Konzentration abhingig und nimmt 


mit der U-Konzentration zu. 

12. Bei den ungeschiittelten Systemen bleibt die Reaktion bei 
gréBeren U-Konzentrationen scheinbar zuriick. 

13. Kleine Propyl- und Butylalkoholmengen beschleunigen, gréBere 
hemmen den Harnsaurezerfall. 

14. Die hemmende Alkoholwirkung ist der Alkoholmenge propor- 


tional und von der U-Konzentration unabhangig. 
15. Die Hemmung des Butylalkohols ist reversibel, die des Propyl- 
alkohols unreversibel. 


Herrn Prof. Dr. St. v. Przylecki, unter dessen Leitung diese Arbeit 
entstanden ist, sage ich hiermit meinen herzlichsten Dank. 
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Quantitative Bestimmung 
des Acetons im Harn mittels des Stufenphotometers. 


Von 


Carl Urbach. 
(Aus dem Physiologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 14. April 1931.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Beim Suchen einer raschen, leichten und doch zuverlassigen 
Methode zum quantitativen Nachweis des Acetons im Harn leitete 
uns die Erwagung, daB eine solche Methode nicht nur fiir den Physio- 
logen beim Studium des intermediaren Kohlehydrat- und Fettstoff- 
wechsels, sondern auch fiir den Kliniker bei der Diagnose verschiedenet 
Erkrankungen von Vorteil wire (1). 

Es liegt nun keinesfalls in unserer Absicht, die Fiille der im Laufe der 
Jahrzehnty ausgearbeiteten Proben, die den sicheren Nachweis des Acetons 
neben anderen organischen Verbindungen gestatten, noch um eine Modi 
fikation zu vermehren, sondern es leitete uns nur die Absicht, eine méglichst 
spezifische und empfindliche Reaktion auszuarbeiten, die infolge ihrer 
bequemen und leichten Ausfiihrbarkeit ohne besondere Laboratoriums- 
kenntnisse praktisch durchfiihrbar ist und dabei quantitativ exakte Werte 
erméglicht. Es wurde deshalb sofort an kolorimetrische Methoden gedacht, 
von denen einige bereits ausgearbeitet waren. Unsere Untersuchungen 
wurden von Prof. Armin T'schermak geférdert, dem auch an dieser Stelle 
ergebenst gedankt sei. 

Eine kolorimetrische Schatzungsmethode hat A. Adler (2) angegeben. 
Diese beruht auf dem Vergleich der unter bestimmten Vorschriften 
bei der Legalschen Probe erhaltenen Sattigungsstufe mit einer Reihe 
empirisch zusammengesetzter Lésungen verschiedener Farbstoffe. Da 


aber nur anndhernde (3), keinesfalls richtige Werte erhalten und noch 
dazu alle Nachteile der Nitroprussidnatriumprobe mit tibernommen wurden. 
schied diese Probe aus. Aus demselben Grunde wurde auch die Probe 
nach Wagenaar (4) und das Verfahren von H. Schail (5) nicht in Betracht 
gezogen. Genauere Resultate bringt die Methode nach Csonka (6), die 
eigentlich nur eine quantitative Ausgestaltung der Reaktion Frommers (7) 
ist, die sich wieder auf ein Verfahren Fabinyis (8) stiitzt, das auf der Tat- 
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sache beruht, da8 bei Einwirkung von Alkali auf 2 Mol Salicylaldehyd und 
1 Mol Aceton das Alkalisalz des Di-o-oxybenzolacetons entsteht. 


CH CH 
HC CH CH 
CH COH 
CO 
CH CH 
HC CH CH 
CH COH 


Die Farbe einer 1 °,igen Lésung dieses Alkalisalzes ist ein dem Granat 
ahnliches Rot, die der stark verdiinnten Lésung ein Rétlichgelb. Be 
ziglich der Theorie dieser Reaktion sei auf die unter (8) zitierte Mitteilung 
verwiesen. Csonka fiihrt nun die unbekannte Acetonmenge in das Alkali- 
salz jener Salicylaldehydverbindung iiber und vergleicht deren Farbe mit 
einer Standardtestlésung, die in 2 cem 0,1 mg Aceton enthélt. Seine Vor- 
schrift lautet: ..25 bis 100 cem Harn (die gewohnlich 8 bis 24mg Aceton 
enthalten) werden in einem Destillationskolben auf 300 cem gebracht und 
mit 5cem konzentrierter H,SO, durch 20 Minuten in eine Vorlage mit 
25 cem H,O destilliert. Von dem auf 200 cem aufgefiillten Destillat werden 
2 ccm mit 2 cem KOH und | cem C,H,(OH)CH O (Salicylaldehyd) versetzt, 
gemischt und im Wasserbad bei etwa 50° genau 20 Minuten unter Um- 
schiitteln bis zur Entwicklung der roten Farbe gehalten. 2 ccm einer Test- 
lésung, die 0,1 mg Aceton enthalt (titrimetrisch bestimmt), werden ebenso 
behandelt. Nach Erhalten des Farbenmaximums gibt man 10 ecem H,O 
hinzu, kiihlt ab und vergleicht im Kolorimeter nach Dubosq, indem man 
die Testlésung auf einen Stand von 15mm bringt. Unter diesen Verhalt- 
nissen ist die Schichthéhe der unbekannten Lésung, die zum Erreichen 
der Farbengleichheit eingestellt werden mu8, zu 15 im umgekehrten Ver- 
haltnis der Acetonkonzentration beider Lésungen“ (9). In zuckerfreiem 
Harn kann die Bestimmung auch ohne vorhergehende Destillation erfolgen. 

Erforderliche Lésungen: Eine 10°,ige Lésung von Salicylaldehyd in 
95° ,igem Alkohol, eine Lésung von 100 g festem Kaliumhydroxyd in 60 cem 
H,O, eine Acetonvergleichslésung, die in 2ccm 0,1 mg Aceton enthalt. 

Eingehende Untersuchungen ergaben zwei Fehlerquellen dieser 
Methode, die eine tatsaichliche Erfassung genauer Werte ausschlof. 
Die erzielte gefirbte Lésung, die man kolorimetrisch mit der gefarbten 
Acetonstandardlésung zu vergleichen hat, enthielt nicht einen, sondern 
zwei Farbstoffe: Farbstoff (1), gegeben durch die Reaktion Aceton 
+ Salicylaldehyd, und Farbstoff (II), gegeben durch die Reaktion 
Salicylaldehyd + Kalilauge. Da nun neben dem eigentlich zu unter- 
suchenden Farbstoff (I) der andere, chemisch nicht ausschaltbare 
und stérende Farbstoff (I1) vorhanden ist, so sind die mit dem Kolori- 
meter nach Dubosq erhaltenen Werte zu hoch bzw. zu niedrig, je nach 
der Konzentration der zu untersuchenden Lésung. Nun ist aber, wie 
nachgewiesen wurde, bei jedem in irgendeiner Probe vorkommenden 
Acetongehalt Salicylaldehyd derart in Uberschu8 vorhanden, dab 
die Menge des C,H,(OH)CHO praktisch als konstant angenommen 
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werden kann. Damit ist die Méglichkeit gegeben, falls nur diese Fehler- 
quelle in Betracht gekommen ware, die Messung mit dem Kompen- 
sationskolorimeter nach Buerker durchzufiihren, das durch eine sinn- 
reiche und in der Fachliteratur beschriebene Anordnung|[ Buerker (10), (11), 
(12), Freund (13)] gestattet, den Einflu8 des nicht zu untersuchenden 
Farbstoffs durch Kompensation auszuschalten. 

Aber auch bei Verwendung eines Kompensationskolorimeters 
kénnen exakte Messungen nicht durchgefiihrt werden, weil infolge 
chemischer Veranderungen des zu untersuchenden, nach angegebener 
Vorschrift erhaltenen Farbstoffs das Beersche Gesetz ungiiltig und 
damit die gefarbte Lésung fiir eine kolorimetrische Messung ungeeignet 
ist. Dadurch ware man gezwungen, erst an der Hand einer Eichkurve, 
die den Abfall der Farbung zeitlich wiedergibt, die urspriingliche 
Sattigungsstufe festzustellen. 

Weitere Untersuchungen ergaben, daB der Grund dieser chemi- 
schen Labilitaét der zu untersuchenden Lésung in der allzu hohen Kali- 
konzentration (namlich 100g KOH in 60ccem H,O laut Vorschriift, 
also in 100 cem Lésung 81,34 g KOH, das ist 14,5n KOH) liegt und 
daB bei Verwendung einer Konzentration von 63,6 g KOH in 100 ccm, 
das ist 11,8n KOH, keine Verainderung der Untersuchungslésung 
eintritt, womit dann das Beersche Gesetz, wie stufenphotometrische 
Messungen ergaben, giltig wird. 

Aber auch bei der nun geanderten Vorschrift und bei Verwendung 
des Kompensationskolorimeters ist die Herstellung einer Standard- 
lésung notwendig, deren Gehalt an Aceton vorher titrimetrisch bestimmt 
werden muB. Um nun die Verwendung einer Standardlésung und 
‘damit alle Arbeitsgange der <itrimetrischen Bestimmung nach Mes- 
singer (14) zu vermeiden, entschieden wir uns fiir die photometrische 
Messung an Stelle der kolorimetrischen. So war es méglich, mit dem 
ein einziges Mal bestimmten Extinktionskoeffizienten der Standard- 
lésung fiir irgendein bestimmtes Spektralgebiet die Konzentration 
einer unbekannten Lésung zu ermitteln, wenn wir ihren Extinktions- 
koeffizienten fiir dasselbe Spektralgebiet bestimmten, indem wir die 
allen photometrischen Messungen zugrunde liegende Formel £,: F, 
= €,:Cy = d,: d, verwendeten, wobeic, die Konzentration der Standard- 
lésung, c, die Konzentration der zu untersuchenden Lésung, d, die 
bei der Messung angewendete Schichtdicke der Standardlésung, d, die 
der Untersuchungslésung, #, der Extinktionskoeffizient der Standard- 
lésung, FE, der Extinktionskoeffizient der Untersuchungslésung ist 
und man unter ,,Extinktionskoeffizient‘’ den negativen Logarithmus 
der durchgelassenen prozentualen Lichtintensitat bezogen auf Schicht- 
dicke versteht. Zur Durchfiihrung der Bestimmung wahlten wir das 
Pulfrichsche Photometer, das fast dieselbe MeBgenauigkeit aufweist 
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wie die iblichen groBen Spektralphotometer.  Beziiglich der Be- 
schreibung des Instruments und seiner Anwendung sei auf die unter (15) 
zitierte Arbeit von JL. Heilmeyer verwiesen. Hier sei nur kurz 
erwahnt, daB es sich um ein Instrument handelt, das durch Anordnung 
einer in der Nahe der Austrittspupille befindlichen und mit Hilfe einer 
Mikrometerschraube veranderlichen quadratischen Blende es erméglicht, 
relative GréBenverinderungen, die dem Auge als Helligkeitsstufen 
erscheinen, auf einer Trommeleinteilung abzulesen. In den Strahlengang 
des Photometers kann eine Reihe von besonders ausgefiihrten Farb- 
filtern mit scharf umgrenztem DurchlaBgebiet so eingeschaltet werden, 
da bei subjektiver Beobachtung beide Vergleichsfelder in derselben 
Farbe erscheinen, womit ein allgemeiner Uberblick iiber die spektrale 
Verteilung der Helligkeit in einzelnen Stufen erméglicht ist (16). 

Um die Genauigkeit der Messung eptimal zu gestalten, mubte 
jenes Spektralgebiet mit Hilfe eines Filters gewahlt werden, das wo- 
mdglich ein Absorptionsmaximum aufwies und dabei keinen starkeren 
Abfall bzw. Anstieg der Absorptionskurve zeigte. Die typische Farb- 
kurve der Standardlésung wurde nicht nur mit dem Stufenphotometer, 
sondern auch mit dem Spektralphotometer von Koenig und Martens, 
ferner mit dem Spektrodensographen von Goldberg und _ schlieBlich 
mit einem groBen Spektrographen festgestellt, wobei/sich an der Hand 
aller Farbkurven, durchaus iibereinstimmend, die Filter 8 50 und 8 53 
als giinstig fiir vorliegende Untersuchungen erwiesen. 

Bei Verwendung des Filters 847 ergab sich eine merkwirdige 
Unstimmigkeit beim Vergleich mit Wasser und mit Lésung III, an deren 
Aufklarung erst gearbeitet wird. 

Das DurchlaBgebiet der Filter S50 und § 53 ist folgendes?: 


Tabelle I. 








Durchlab- Maximum Wirksamer Wirksame Durehlassigkeit 
vite gebiet* in uu der Durch- Filter- Breite*: am Filter- 
— bei lassigkeit schwerpunkt om pape schwerpunkt 
Os ** apy in uu in wu “Tie MT ‘ 
2 10 2 10 0 
S 50 26 46 488 494 26 44 0,43 
S 53 20 35 528 530 20 35 0,80 


* Das heift: Die Differenz der Wellenlingen, fiir welche zu beiden Seiten des Maxi- 
mums die Durchlassigkeit auf die Halfte bzw. 1/;,9 gesunken ist. 

** Die wirksame Wellenlinge bzw. wirksame Breite erhalt man aus der Kurve, welche 
durch Multiplikation der Durchlassigkeitswerte fiir jede Wellenlange mit der relativen Emp- 
findlichkeit des Auges fiir Tageslicht erhalten wird. [Nach den Werten von Gibbson u. Tyndall 
(B. 0. St. 19, 181, 1923.)] 


' Wahrend zur Berechnung der Filterschwerpunkte die relative Augen- 
empfindlichkeit fiir Tageslicht angenommen wurde, ist bei der Messung das 
vom Tageslicht in bezug auf die spektrale Energieverteilung abweichende 
Licht der Nitralampe benutzt worden. Die Daten der Tabelle geben aber auch 
in diesem Falle eine hinreichende Kennzeichnung der Filtereigenschaften. 
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Bei Verwendung des Filters S 50 war die Schichtdicke von 5 mm 
empfehlenswert, obwohl dabei eine deutliche Farbtondifferenz de: 
beiden Gesichtsfelder die Einstellung auf gleiche Helligkeit erschwerte. 
Dieses Phinomen hatte seinen Grund in der Tatsache, da®B die Ab- 
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Abb. 1. 


Typische Farbkurve des Alkalisalzes des Di-o-Oxybenzalacetons. Schichtdicke 5mm. Gemessen 
gegen H,0. Konzentration des Acetons 0,001 g in 150eem Liésung. Mafstab 1: 2.5. 





“760 —~— 10 ——*680 450 
Welerlirge —> 
Abb. 2. 


Typische Farbkurve des Alkalisalzes des Di-o-Oxybenzalacetons. Schichtdicke 5mm. Gemessen 
gegen Lésung LI. Konzentration des Acetons 0,001 g in 150 ccm Lisung. MaBstab 1 : 2,5. 


sorptionskurve der Lésung innerhalb des durch das Filter durch- 
gelassenen Spektralbereichs etwas zu steil abfallt. Von der Verwendung 
einer kleineren Schichtdicke aber wurde abgesehen, da dann die fiir D 
' abgelesenen Werte gréBer als 50 waren und damit eine betrachtliche 
Erhéhung des relativen Fehlers bedingten. Der Filter S 53 zeigte 
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eine deutlich verringerte Farbtondifferenz und ergab bei einer Schicht- 
dicke von 20 mm vollkommen brauchbare Werte fiir D. Die Verwendung 
beider Filter war wtbrigens ein ausgezeichnetes Kontrollmittel der 
Messungen. 

Von einer Darstellung der mit verschiedenen Apparaten auf- 
genommenen Farbkurven sei infolge Raummangels abgerehen und 
hier nur die mittels des Stufenphotometers aufgenommene typische 
Farbkurve wiedergegeben (Abb. 1 und 2). 

Da mit dem Stufenphotometer noch minimale Verschiedenheiten 
der sogenannten Farbintensitat, die nicht mehr mit dem freien Auge 
wahrnehmbar sind, nachgewiesen werden kénnen, war zuerst fest- 
zustellen, ob die erhaltene Farbintensitat tatsachlich konstant ist 
und nicht Verinderungen aufweise, worauf das erst allmahliche Auf- 
treten der Farbung und die Vorschrift Csonkas, innerhalb 45 Minuten 
die Messung durchzufiihren, deutete. Tatsachlich zeigte die von Csonka 
hergestelite Lésung bereits nach 90 Minuten eine Veranderung, wahrend 
eine nach unserer Vorschrift hergestellte Lésung praktisch dauernd 
konstante Werte zeigte und so eine Messung auch nach Tagen gestattete 
(Tabelle II). 

Tabelle II. 
(Messung mit Filter 8 50 bei einer Schichtdicke von 5mm gegen H,0O.) 
Konzentration 0,001 ¢ Aceton in 159 cem Losung. 





z Csonkas Vorschrift Neue Vorschrift 
“eit e Loiiee : 
D in %Jo Extinktionskoeffizient D in Jo Extinktionskoeffizien: 

16 Min. 9,3 2,064 24,3 1,2290 

46 , 9,3 2,064 24,3 1,229 

10,2 1,982 24,3 1,2290 
360. 14,5 1,678 24, 1,2290 

24 Std. 19,5 1,420 24.3 1,2290 


Die Priifung des Beerschen Gesetzes, das streng genommen nur 
fiir homogenes Spektrallicht gilt, gab trotz der Breite des Durchlab- 
gebietes des verwendeten Filters fiir die nach unserer Vorschrift her- 
gestellte Lésung eine Gerade in einem Koordinatensystem, dessen 
Abszisse die Konzentrationen und dessen Ordinate die Extinktions- 
koeffizienten bildeten, wahrend bei der Lésung, die nach Csonka her- 
gestellt wurde, es sich zeigte, daB die Extinktionskoeffizienten nur 
innerhalb von 70 Minuten praktisch unverandert, tatsichlich aber 
bereits friiher verandert waren. Damit war bewiesen, da nur bei 
der nach der neuen Vorschrift hergestellten Lésung die Errechnung 
einer jeden Konzentration aus ihren Extinktionskoeffizienten nach 

BE, 
Ey 


der Formel C, = c,- , wenn einmal c, und £, bestimmt wurden, 
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moéglich war. Zu diesem Zwecke ist von 20 Lésungen der Acetongehalt 
jodometrisch nach Messinger festgestellt worden und von deren ent- 
sprechenden Verdiinnungen im Sinne einer Standardlésung, 1 mg 
Aceton in 150 ccm H,O enthaltend, die Extinktion fiir eine Schicht- 
dicke von 5 mm bestimmt und als Mittelwert fiir eine Trommelablesung 
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Abb. 31. 
Kichkurve der direkten Ablesewerte D in © 9 fiir den Acetongehalt einer Lisung, wobei 100 
Konzentration von 0,001 g in 150 cem Lésung entsprechen. Schichtdicke 5mm. Filter 8S 50 
gemessen gegen Lisung III. 
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Eichkurve der direkten Ablesewerte D in © , fiir den Acetongebalt einer Lisung, wobei 100 
einer Konzentration von 0,001 g in 150 cem Liésung entsprechen. Schichtdicke 20 mm. Filter 
S$ 53, gemessen gegen Lisung III. 


errechnet worden. Das entspricht bei Vorschaltung des Filters 8 50 
unter Verwendung einer Schichtdicke von 5 mm 26,5°, gegen Lésungs- 
mittel, bei Vorschaltung des Filters 8 53 und Verwendung der Schicht- 
dicke von 20 mm 16°, gegen Lésungsmittel. 


! Infolge eines Irrtums unterblieb die ziffernmaéBige Bezeichnung det 
eingetragenen Werte. Es wurde gefunden; 
fir 5%, D= 93,4, fir 10% D = 87,5, fiir 25% = 71 


» 50% D= Si, » 15% D = 37, . 100% = 265, 
» 120% D= 20,2, ., 140% D= 156, ., 160% = 12.2. 
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shalt Um die Methode noch weitgehender zu vereinfachen, wurden 
ent- je 20 Messungen an einer Reihe entsprechend abgestufter Lésungen 
l mg mit bekannter Konzentration vorgenommen und deren Mittelwert 
icht- in ein Koordinatensystem eingetragen, dessen Abszisse die Konzen- 
sung trationen und dessen Ordinate die zugehérigen Ablesungen (Durch- 
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Abb. 5. 
Eichkurve der Extinktionskoeffizienten fiir den Acetongehalt einer Lisung, wobei 100°) einer 
Konzentration von 0,001 g in 150cem Lisung entsprechen. Schichtdicke 5mm. Filter S 50, 
gemessen gegen Lisung III. 
7] 4 + | $+——+ + 77 
S@ ~+ + +—+—+ + + + 
> + + + + + + + ‘ | “—T 
2” Tas 
$ + > +> +> Ue ae + 
00 ( SMF (‘arene . 0397 | rtf | Bei ed 
Filter SS. oer ao Tort tT | 
S gi} + +4. a + 
lO OB 
0 1 9107 @ a 
Ss 50 20 v0 b & 10 0 WO 10 10 200 220 2 20 
Aonzettrarian 
ngs- 
& Abb. 6. 
cht- Eichkurve der Extinktionskoeffizienten fiir den Acetongehalt einer Lésung, wobei 100°, einer 
Konzentration von 0,001 g in 150 cem Lisung entsprechen. Schichtdicke 20mm. Filter S 53, 
gemessen gegen Lisung III. 
der a ‘ x F . o. on ~ oe 
; lassigkeit D in °,,) bildeten. Gemessen wurde mit Filter 8 50 bei einer 


Schichtdicke von 5mm bzw. mit Filter 8 53 bei einer Schichtdicke 
von 20mm gegen Lésungsmittel, das ist Salicylaldehyd + KOH, 
um die Wirkung der Eigenfarbe zu kompensieren. Diese Eichkurven 
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sind in Abb. 3 bis 6 wiedergegeben. Das Verfahren bei der Messung 
besteht jetzt nur noch darin, daB man die nach der Vorschrift hergestellt« 
Untersuchungslésung in eine Kiivette von derselben Schichtdicke 
also 5 bzw. 20 mm fillt und nach Vorschalten des Filters S 50 bzw. 8 53 
mit der Trommelschraube die Einstellung auf gleiche Helligkeit vor- 
nimmt. Zu jeder Ablesung kann dann die Konzentration direkt aus 
der Eichkurve entnommen werden. In Abb. 5 und 6 sind die Eich- 
kurven in ein Diagramm eingetragen, das die Extinktionskoeffizienten 
in Abhangigkeit von der Konzentration enthalt. Natiirlich muB zu 
jeder Ablesung erst der Extinktionskoeffizient bestimmt werden. Um 
auch Personen, denen vielleicht die Ablesung von Zahlenwerten aus 
der Eichkurve Schwierigkeiten bereiten sollte, die Messung zu ermég- 
lichen, stellten wir in gleicher Weise Eichtabellen her, die mit Riick- 
sicht auf den beschrankten Raum hier nicht verdffentlicht werden 
konnten und die in unserer ausfiihrlichen Arbeit (17) wiedergegeben 
werden. 

Folgende Vorschrift hat sich also bei der Acetonbestimmung am 
besten bewahrt: 20 bis 100 ccm der gut gemischten Tagesmenge eines 
im Eisschrank aufbewahrten Harnes werden in einem Destillations- 
kolben mit destilliertem Wasser auf 300 ccm gebracht und mit 5 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure 20 Minuten lang in eine Vorlage mit 
25 ccm destilliertem Wasser destilliert. Das Destillat wird auf 200 ccm 
aufgefillt. Hiervon werden 2ccm mit 2cem Kalilauge und 1 ccm 
Salicylaldehyd versetzt, gemischt und in ein Wasserbad von 50° genau 
20 Minuten (eine lingere Erwarmung hatte eine teilweise Zerlegung 
des Farbstoffs in Salicylaldehyd und Aceton zur Folge) unter Um- 
schiitteln bis zur Entwicklung der roten Farbe gehalten, abgekiihlt 
und auf 15ccm verdiinnt. Vorhergehende Destillation ist nicht un- 
bedingt erforderlich, wenn der Harn zuckerfrei ist. 

Erforderliche Lésungen: I. Eine 10°,ige (Gewichts-°,) Lésung 
von Salicylaldehyd in 95°,igem Alkohol. II. Eine 11,33 n-Lésung von 
KOH (gegen HCl titriert), das ist 63,6 g in 100 cem. III. Eine Lésung, 
bestehend aus 10 cem Lésung I + 20 cem Lésung IT und 120 ecem H,0. 
Die stufenphotometrische Messung erfolgt unter Vorschaltung des 
Filters 8 53 bei einer Schichtdicke von 20 mm bzw. § 50 bei einer 
Schichtdicke von 5 mm gegen die Lésung III in saéurefesten Kiivetten. 
Falls die Trommelablesung fiir D in %, einen niedrigeren Wert 
als 10 ergibt, so verdiinnt man die Untersuchungslésung entsprechend 
und multipliziert den errechneten Wert mit dem Verdiinnungsfaktor. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode der quantitativen Bestimmung des Acetons 
im Harn angegeben, die den bisherigen kolorimetrischen Methoden 
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durch Genauigkeit und zeitliche Unabhangigkeit beziiglich der Durch- 
fiihrung der Messung sowie durch den Wegfall der Vergleichslésung 
und damit Vermeidung einer jeden jodometrischen Bestimmung 
iiberlegen ist. 
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Untersuchungen tiber Katalasewirkung und Glutathiongehalt 
der roten Blutkérperchen bei animischen Zustinden. 


Von 


Emerich Bach und Ernst Bach. 


(Aus dem Pathologisch-anatomischen Institut der Universitét Szeged und 
aus der Medizinischen Universitaétsklinik Leipzig.) 


(Eingegangen am 18. April 1931.) 


Jede lebende, atmende Zelle besitzt die Fahigkeit, durch ihren 
Katalasegehalt Wasserstoffsuperoxyd zu spalten. Das Substrat der 
Katalasewirkung, das H,O,, wurde bis jetzt in den lebenden tierischen 
Geweben nicht nachgewiesen. 


Morawitz und seine Mitarbeiter haben in ihren Untersuchungen 
gezeigt, daf die Sauerstoffzehrung des Blutes bei Erniedrigung des 
Sauerstoffpartialdrucks, bei der perniziésen Anaimie und bei ex- 
perimentellens,Anamien naé¢hweisbar zunimmt. Die Einzelangaben von 
verschiedenen Forschern weisen darauf hin, daB bei Zustdnden, bei 
denen eine vermehrte Sauerstoffzehrung des Blutes zu finden ist, auch die 
H,O,-zersetzende Fidhigkeit der roten Blutkérperchen erhdht wird. So 
fanden van Thienen, Neumann, Bach und Levinger eine Vermehrung der 
Blutkatalase bei der Perniciosa, Niessen, Huzly und Julesz bei der 
Phenylhydrazinanimie. Alezxee/ stellte fest, daB der Katalasegehalt 
bei Bergbewohnern bedeutend héher liegt als bei Talbewohnern. 


Vor kurzem teilt nun Gabbe mit, daB der Glutathiongehalt der 
roten Blutkérperchen bei der Perniciosa und bei experimentell erzeugten 
Phenylhydrazin- und Blutungsanimien bedeutend erhéht wird. Er 
hat weiter festgestellt, daB Tiere, die unter niedrigem Sauerstoff- 
partialdruck gehalten wurden, in kiirzester Zeit mit der Erhéhung ihres 
Blutglutathiongehalts reagierten. Das von Hopkins entdeckte Glutathion 
spielt in der Zellatmung zweifellos eine bedeutende Rolle. 


Es ergibt sich also, daB dieselben Bedingungen, die zu einer ver- 
mehrten Atmungstitigkeit der roten Blutkérperchen fiihren, nach 
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einzelnen Beobachtungen auch eine Erhéhung ihrer katalatischen und 
Reduktionsfihigkeit zur Folge haben. Wir wollten nun feststellen, 
wie sich der Glutathiongehalt und die Katalasewirkung des Blutes 
bzw. der roten Blutkérperchen bei denselben Individuen bei krank- 
haften Zustanden, in erster Linie bei der pernizidsen Andimie verhalt. 


Die Bestimmung des Katalasegehaltes des Blutes geschah mit der 
Methode von Bach und Levinger. Das nétige Blut wurde von der Finger- 
beere mit der Sahlischen Pipette entnommen. Wenn die Bestimmung 
nicht sofort ausgefiihrt wird, kann man auch von der Vene entnommenes, 
defibriniertes Blut benutzen, da dieses seine katalatische Fiahigkeit, wie 
:. Kriiger gezeigt hat, lange Zeit beibehalt. Einer von uns hat festgestellt, 
daB die Katalasewirkung des von der Vene entnommenen defibrinierten 
Blutes mit dem von der Fingerbeere fast gleich ist. Der relative Katalase- 
gehalt wurde durch die Konstante (AK) der monomolekularen Reaktion 
ausgedriickt. 

Die Kaltreduktion des Blutes wurde mit der von Gabbe fiir die Er- 
mittlung des Glutathions angegebenen Methode bestimmt. Das Prinzip 
der Methode ist das folgende: Das nach Folin-Wu enteiweiBte Blut reduziert 
eine bestimmte Menge der in Uberschu8 gegebenen Kaliumferric yanid- 
losung. Der nichtreduzierte Teil der Ferricyanidlésung macht von einer 
zugegebenen Jodkalilésung eine aquivalente Menge Jod frei, welche mit 
Thiosulfat titriert wird. Die Reduktionsfaihigkeit wird als CGlutathion 
berechnet. 

Durch diese Methode werden nicht nur Glutathion znd nicht nur die 
gesamte Sulfhydrylgruppe des Blutes, sondern auch andere im Blute an- 
wesende reduzierende Stoffe mitbestimmt. Es kénnen hier Harnséure, 
Hydrochinone (Adrenalin) und méglicherweise die vor kurzem von Szent- 
Gyérqyt entdeckte ungemeiy reaktionsfahige Hexuronséiure in Betracht 
kommen. 

Unsere Untersuchungen waren fast abgeschlossen, als uns die Arbeit 
von H. L. Mason iiber die Bestimmung des reduzierten Glutathions bekannt 
wurde. Er stellte fest, daB das Glutathion in einem so stark sauren Medium, 
wie es bei der Gabbeschen Bestimmung in Betracht kommt, gar nicht durch 
Ferricyankalium oxydiert wird. Er behauptet, da®8 hier nicht das Ferri- 
cyankalium, sondern erst durch das Ferricyanid freigemachte Jod reduziert 
wird, also die Methode ist im Prinzip ein Jodtitrationsverfahren. Die ganz 
genaue Methode von Mason liefert im allgemeinen bedeutend niedrigere 
Werte als die Jodtitrationsmethoden. Nur bei den Glutathionsbestimmungen 
im Blut und Muskel sind die Differenzen ganz gering, so daB er selbst die 
Jodtitration im Falle des Blutes und Muskels fiir eine geeignete Methode 
halt. Die Forderung von Perlzweig und Delrue sowie von Mason, daB bei 
der Jodmethode eine Jodidzugabe nétig sei, ist auch im Verfahren von 
Gabbe erfiillt. Wir kénnen also annehmen, da8 die von uns mit der Gabbe- 
schen Methode bestimmte Reduktionsfahigkeit des enteiweiBten Blutes 
Werte liefert, die dem Glutathiongehalt mit guter Annaiherung entsprechen. 


Wir haben vor allem an einer Reihe von normalen Menschen den 
Katalase- und Glutathiongehalt des Blutes bestimmt. Dabei ergab 
sich, daB die Katalasekonstanten zwischen 0,0155 und 0.0450 schwanken. 
Der relative Katalasegehalt der einzelnen Blutkérperchen (A £) zwischen 
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4 und 8,6. Diese beiden Werte sind im Mittel héher als die im Jahr 
1922 von einem von uns und von Levinger mit gleicher Methodik ge 
fundenen Werte. 

Die Glutathionwerte bewegen sich zwischen 30 und 44 mg-°, 
Diese Werte entsprechen den von Gabbe gefundenen. Trotz der groBen 
Literatur tiber Glutathion sind Normalwerte bei Menschen nur von 
wenigen Autoren bestimmt. Diese Angaben in der Literatur zeigen 
groBe Schwankungen. Varela, Apolo und Vilar fanden als Mittelwert 
47 mg-°,,, Kitamura (Japan) zwischen 18 bis 32 mg-°,. Diese Schwan. 
kungen kénnen durch verschiedene Faktoren bedingt sein, wie z. B 
meteorologische, klimatische, methodische, aber auch durch Rassen- 
unterschiede. Wir kénnen natiirlich nur Angaben, die mit gleiche: 
Methodik bestimmt wurden, vergleichen. Der Zweck unserer Unter- 
suchungen war nicht, absolute Normalwerte zu bestimmen. Wir wollten 
nur die mit gleicher Methode gewonnenen Werte vom Gesunden und 
Anamischen vergleichen. Der relative Glutathiongehalt der einzelnen 
roten Blutkérperchen (Glutathion mg-°,, dividiert durch die Millionen- 
zahl der Erythrocyten) wird durch den Glutathionquotienten aus- 
gedriickt. Diese Verhaltniszahlen bewegten sich bei unseren Normal- 
fallen von 7,0 bis 8,6. 

In unserem Material haben wir 15 Kranke mit perniziésem Blut- 
bild. Die Werte der Katalasekonstanten erreichten in der Mehrzah! 
der Falle den Normalwert. Der relative Katalasegehalt der einzelnen 
Blutkérperchen K /E ist fast ausnahmslos bedeutend héher als derselbe 
bei Normalen. Nur in den Fallen 7 und 14 sind die Werte K /£ niedriger 
als 9. Bei Fall 7 fanden wir ein pernizidses Blutbild mit Megalocytose, 
Hyperchromie (Farbeindex 1,25), doch mit ganz niedrigem Katalase- 
gehalt. Bei der Sektion hat sich herausgestellt, daB es sich um eine 
Lymphogranulomatose des Knochenmarks handelt. Dieser Fall 7, 
bei dem die klinischen Erscheinungen und das Blutbild fiir eine 
Perniciosa sprachen, zeigt, daB die Katalasebestimmung bei der Diffe- 
rentialdiagnose der hyperchromen Anamien wertvolle Dienste leisten 
kann. Der Fall 14 betrifft einen Kranken, bei dem eine sehr rasche 
Remission eintrat. Die iibrigen 13 Falle weisen ausnahmslos erhéhte 
K/E-Werte auf. Bei den Glutathionbestimmungen haben wir Ver- 
schiebungen in gleicher Richtung finden kénnen wie bei den Katalase- 
bestimmungen. Zwar waren die absoluten Glutathionwerte oft niedriger 
als bei Menschen mit normaler Erythrocytenzahl, doch war der relative 
Glutathiongehalt der einzelnen roten Blutkérperchen in allen Fallen 
bedeutend erhéht. Wo wir den Krankheitsablauf fiir langere Zeit 
verfolgen konnten, haben wir mit der Besserung des Zustandes einen 
Abfall der relativen Glutathion- sowie der Katalasewerte festgestellt. 
Im allgemeinen sehen wir eine Bestrebung des Organismus, den Glu- 
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tathion- und Katalasegehalt des Blutes trotz der Verminderung der 
Trager dieser Stoffe auf einem méglichst normalen Niveau zu halten. 
Unsere Perniciosafalle haben wir in Tabelle I zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





Nr 


~ 


10 | 
11 


12 
13 
of 
15 


Datum 


24. 
26. 


. XIL 
. XI. 
XI. 
. XI. 
XI. 
TIT. 
Ill. 
Ill. 
III. 
Ill. 


Name 
Ze. I. 
Fr. G. 
Ri. M. 
Fe. H. 
St. I. 
We. H. 
Kr. A. 
Vo. L. 
Ku. H. 
Iv. H. 
Tr. A. 
La. J 
Gr. A 
La. F. 
Pr. I. 


Erythro- 
cytenzah! 


Millionen 


POM Www OD mp 


os 


WHMM WMHNO Bp rw vw 


SS Mowe we 
va 


oe D> He 897d © 
Do oro t 


a 
a 


0,8 
2,6 
3,0 
3,3 


1,5 


Hb ° 


35 


Fiarbe- 


® index 


0,97 
1,3 
1.2 


< 


0,95 


1,09 
1,0 
0,93 


-~, 
S 
© 
~ 


who BRADY Wee 


Oro 


io Wwe Boe 


1,1 
0,97 
1,17 


Katalase- 
konstante 


0,0314 
0,0377 
0,0313 
0,0271 
0,0449 
0,0161 
0,0247 
0 
0,0328 
0,0299 
0,0298 
0.0354 
0,0355 
0,0136 
0,0156 
0,0260 
0,0256 
0.0693 
0.0686 
0,0169 
0,0213 
0,0179 
0,0236 
0,0574 
0,009 
0,0288 
0,0317 
0,0259 
0,0152 


KE 


13,1 
10,4 
10,7 
11,7 
10,4 
10,0 
9,89 
9,1 


13,9 
14,9 
10,0 
11,1 


13.9 
12,5 
13,0 
10,2 


69 
6.8 
20.0 
14,2 


9,9 
9,0 


14,0 
11,3 
11,1 
10,6 

7,8 
10,1 


Glutathion 


mg-" 9 


35,8 
36,9 


GLE 


16,2 
10,0 
10,2 


13,6 


9,4 
9,0 
15,3 
15,5 
12,0 


9,8 


| 10,5 


17,2 
25,6 
12,0 


15,4 
7,8 


27,5 
13,0 
11,8 
10,8 
24,6 


Wie verhalten sich Katalase und Glutathion bei den sekundaren 
Anadmien? Einer von uns und Korpdssy haben Katalase- und Glutathion- 
gehalt bei Kaninchen mit experimenteller Blutungsanamie untersucht. 
Sie fanden, daB der Glutathionquotient nach Blutverlusten sofort in 
Auch der Katalasegehalt der roten Blutkérperchen 


die Hohe ging. 


zeigt eine Vermehrung, diese tritt aber erst dann auf, wenn mehrere 
Tage hindurch Blutentnahmen vorgenommen wurden. 
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Die Ergebnisse unseres klinischen Materials von sekundaren 
Anamien veranschaulicht die Tabelle IT. 


Tabelle II. 





Erythro- _ , 
J Farbe- Katalase- Glutathion 


Name | ¢ytenzahl yp lo} index konstante A/E GUE Diagnose 
Millionen mg-°/> 
Sch. E. 2, 386 =—s«0,81 | «40,0098 =§64,92 15,2 6,3. Ca. ventr. 
Sch. R. 3,6 40 O55 0,0196 54 _ 
Di. E. 3,4 55 | 0,82 0,0265 7,8 Tbe. pulm. 
Kr. M. 2,5 39 | 0,78 | 0,0192 | 7,7 20,6 8,2 Ca ventr. 
A. H. 3,5 30 360,44 (0.0152 5,6 30,7 8,7 ‘ 
Schn. 3,5 70 1,0 0,0246 ~=7,0 22.8 6,5 Skorbut 
H. T. 4,0 50 «(0,62)=—s «00,0261 = 6,5 38,8 9,7. Resekt. Magen 
Hamorrh. - Blutg. 
K. P. 2,3 88 | 0,82 | 0,0158 | 6,7 26,3 11,4 Magenblutung 
M. K. 2,5 42 0,84 0,0152 60 25,6 | 10,0 E: 
Row. 8,2 40 0,64 0,0265 85 33,7. (10,5 Lebercirrhose 
(Blutung) 
Sch. W. 2,7 42 0,77 | 0,0168 | 6,2 32,2 (11,8 Magenblutung 


Bei Carcinom, Tuberkulose, also bei kachektischen Zustanden 
konnten wir keine Erhéhung des Katalase- oder Glutathiongehalts 
nachweisen. Dagegen fanden wir bei akuten, schweren Blutverlusten 
(Uleus, Lebercirrhose) immer einen erhéhten Glutathiongehalt, wahrend 
die Katalasewerte sich nicht anderten. Die Blutungen miissen erheblich 
sein, da wir nach Aderlissen von 400 ccm keine Veranderungen der 
Glutathionwerte beobachten konnten. Wie aus der Tabelle ersichtlich 
ist, reagiert mit dey Erhéhung des Glutathiongehalts nur der reaktions- 
fahige Organismus auf den Blutverlust, dagegen bleibt diese Steigerung 
bei kachektischen Zustanden aus. 

Es fragt sich nun, ob die Erhéhung des Katalase- und Glutathion- 
gehalts der Erythrocyten bei der Perniciosa nicht mit der gleichzeitig 
vorhahdenen Megalocytose zusammenhangt. Einer von uns und 
Korpdssy haben zur Entscheidung dieser Frage bei Kaninchen mit 
Phenylhydrazinanamie Glutathion und Katalase und _ gleichzeitig 
das Volumen der Erythrocyten mit dem Hamatokrit bestimmt. Es 
hat sich herausgestellt, daB das relative Anwachsen der Glutathion- 
und Katalasewerte bedeutend gréBer ist als das der Hamatokritwerte. 
Aus diesem Umstand kann man schlieBen, daB die Erhéhung der hydro- 
peroxydzersetzenden Fahigkeit der roten Blutkérperchen nichts mit 
der Megalocytose zu tun hat. Die klinischen Befunde sprechen auch 
dagegen, daB die Erhéhung der Katalasewerte durch die Megalocytose 
oder durch den Farbeindex bedingt ware. Unsere Falle 2, 5 und 7 
aus der Tabelle I zeigen einwandfrei die Unabhangigkeit der Katalase- 
steigerung von den oben genannten Bedingungen. 
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Unsere Untersuchungen an Perniciosakranken zeigten also, daB 
der Katalase- und Glutathiongehalt der einzelnen roten Blutkérperchen 
parallel vermehrt wird. Diese Vermehrung ist beim Glutathion viel 
ausgesprochener. Manchmal haben wir beobachtet, daB der Katalase- 
gehalt im Verhaltnis zum Glutathion weniger erhéht ist. Es scheint, 
daB in diesen Fallen immer eine schwere Dyspnoe vorhanden ist mit 
meistens ungiinstiger Prognose. 


Bei der Beobachtung des Krankheitsverlaufes fiel uns auf, daB beim 
Eintreten von Kreislaufinsuffizienz oder Pneumonie, welche eine Dyspnoe 
ausgelést hatten, die Glutathionwerte in die Héhe schnellten bei erhaltenem 
Katalasegehalt. Diese Beobachtung gab uns die Anregung, die Glutathion- 
und Katalasewerte bei dyspnoischen Zustinden zu untersuchen. Uber 
die Ergebnisse soll in einer spaéteren Publikation berichtet werden. 


Ist nun zwischen der relativen Vermehrung von Katalase und 
Glutathion bei der pernizidsen Anadmie ein innerer Zusammenhang oder 
ist dieser Parallelismus nur etwas Zufalliges ? 


Es ist méglich, daB, wie Gabbe und Handovsky annehmen, das (tlutath- 
ion bei Zusténden, bei denen Sauerstoffmangel besteht, eine gewisse kom- 
pensatorische Rolle spielt. Handovsky meint, daB die Oxydationen im 
Tierkérper bei Sauerstoffmangel vorwiegend auf die Bahnen der Dehydrierung 
umgeschaltet werden. Bei diesen Prozessen sollte das Glutathion eine 
bedeutende Rolle spielen. Bei schweren animischen Zusténden besteht 
sicher ein Sauerstoffmangel durch die Verminderung der absoluten Menge 
des Hamoglobins. Das durch die Lunge strémende' Blut entha!lt vor- 
wiegend oxydiertes (Disulfid) Glutathion. In den Geweben wird das 
Glutathion hydriert, und das venése Blut enthaélt nun bedeutend gréBere 
Mengen reduziertes Glutathion (SH-Glutathion). Gileichzeitig mit cer 
Hydrierung des S-S-Glutathions ist eine Dehydrierung der Brennstotfe 
in den Geweben (also ein OxydationsprozeB) verbunden. Untersuchungen 
in dieser Richtung sind uns noch nicht bekannt, aber wir halten es 
fiir wahrscheinlich, daB bei animischen Zusténden, bei denen das Hémo- 
globin vermindert ist und dadurch der Sauerstofftransport leidet, die 
arteriovenése Differenz an reduziertem Glutathion wesentlich zunimmt. 
Bei Sauerstoffmangel im Gebirge und bei perniziéser Anémie zeigen sich 
gewisse Vorgainge, die einen kompensatorischen Charakter haben. Aber 
diese Vorgainge, z. B. Hamoglobinvermehrung. treten nicht | sofort auf. 
Eine Vermehrung der roten Blutkérperchen und des Hamoglobins in der 
Hohe zeigt sich erst nach einer gewissen Zeit. Das Anwachsen des Glutath- 
iongehaltes des Blutes bei erniedrigtem Sauerstoffpartialdruck und _ bei 
akuten Blutungen erfolgt innerhalb einiger Stunden. Das Glutathion steht 
dem Blute in reichlicher Menge zur Verfiigung, da es in sémtlichen 
Organen aufzufinden ist. Und wenn ein geniigender Sauerstofftransport 
durch das Hémoglobin fehlt, strémt das Glutathion sofort in das Blut, um 
in der Lunge eine héhere Oxydationsstufe zu erreichen und der Zellatmung 
in geniigender Menge Wasserstoffakzeptoren zu liefern. 


Wir miissen bedenken, da®B wir eine Katalasevermehrung immer 
wieder unter solchen Bedingungen finden, wo die Atmung der roten 
Blutkérperchen gesteigert ist. Nach der Wiedelandschen Oxydations- 
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theorie soll mit der gesteigerten Atmungsfunktion eine gesteigerte 
Hydroperoxydbildung parallel gehen. Wenn diese Theorie bewiesen 
wirde, kénnten wir die von uns gemachte Beobachtung: die parallele 
Steigerung des Glutathion- und Katalasegehalts der roten Blut- 
kérperchen bei Perniciosakranken mit dieser Theorie erkliren. Die 
Auffassung von Warburg, der eine Hydroperoxydbildung bei bio- 
logischen Oxydationen so scharf verneint, warnt uns, aus unseren 
Beobachtungen weitergehende Schliisse zu ziehen. Aber wir miissen 
doch betonen, daB das parallele Verhalten der Katalase und der in 
der Zellatmung so wichtigen reduzierenden Stoffe der roten Blut- 
kérperchen auf eine Rolle der Katalase in den biologischen Oxy- 
dationen hinweist. 
Zusammenfassung. 


1. Es wurde bei andimischen Zustanden die katalatische und die 
kaltreduzierende Fahigkeit des Blutes untersucht. Die Kaltreduktion 
ist bei der von uns verwendeten Methode hauptsachlich durch das 
Glutathion bedingt. 

2. Bei der echten perniziésen Anamie findet sich immer eine parallele 
Vermehrung des relativen Katalase- und Glutathiongehalts der roten 
Blutkérperchen. 

3. Bei sekundairen Anamien, bei denen eine zur Kachexie fiihrende 
Krankheit voranging, ist der Katalase- und Glutathiongehalt der 
einzelnen roten Blutkérperchen nicht erhdéht. 

4. Bei akuten Blutverlusten zeigt sich eine Erhéhung des relativen 
Glutathiongehalts. Eine Steigerung der Katalasewerte haben wir an 
klinischem Material nicht feststellen kénnen, obgleich bei Tierexperi- 
menten (bei relativ gréBeren Blutverlusten) auch eine vermehrte kata- 
latische Wirkung zu finden war. 

5. Die Werte K/E sind unabhangig von der Megalocytose und der 
Hyperchromie. 

6. Es wird darauf hingewiesen, daB dieselben Bedingungen, die 
zu einer Erhéhung der Sauerstoffzehrung der roten Blutkérperchen 
fiihren, auch eine Erhéhung des Katalase- und Glutathiongehalts zur 
Folge haben. In dieser Erscheinung erblicken Verfasser einen indirekten 
Hinweis darauf, daf das hydroperoxydzersetzende Ferment doch 
eine gewisse Rolle bei der Zellatmung spielen kann. 
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Uber die Abscheidung von Jod 
aus Schilddriisenbrei durch Quarzlampenbestrahlung sowie aus 
Jodeiwei6 durch Réntgenstrahlen. 


Von 


Fritz Lieben und Hans Kraus. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat 
Wien und der Réntgenabteilung des Wilhelminenspitals in Wien.) 


(Eingegangen am 18. April 1931.) 


Vor Jahresfrist war gezeigt worden!, daB durch Bestrahlung mit 
der Quarzlampe aus kiinstlich jodiertem und bromiertem EiweiB Jod 
bzw. Brom in Ionenform abgespalten wird und diese Abspaltung je 
nach den Versuchsbedingungen mehr oder minder vollstandig gemacht 
werden kann. 

‘Es ergeben sich zuniachst zwei weitere Fragestellungen, 1. wie 
das in der menschlichen Schilddriise vorkommende Jod bei direkter 
Bestrahlung des Gewebebreies sich verhalten, 2. wie hochjodierte 
Stoffe, z. B. kiinstlich hergestelltes Jodcasein, ferner Thyroxin gegen- 
tiber den therapeutisch so viel verwendeten Réntgenstrahlen reagieren 
wiirden. Diese beiden Fragestellungen sind als Vorfragen fiir das noch 
véllig ungeklarte Problem der chemischen Wirkung der X-Strahlen 
auf die Schilddriise zu betrachten. 

Es stand zu erwarten, daB diese Wirkung in beiden Fallen nur 
eine sehr geringe sein konnte, sie war aber, wie die folgenden Versuche 
zeigten, stets deutlich vorhanden. 

I. 


Das von der Prosektur? kommende frische Schilddriisenmaterial 


wurde nach Befreiung vom Bindegewebe mit dem Faschiermesser 


zerkleinert und in offener, flacher Schale in physiologischer NaCl- 


1 F. Lieben u. G. Ehrlich, diese Zeitschr. 222, 221, 1930. 
2 Der Prosektur des Wilhelminenspitals in Wien (Vorstand: Prof. 
Wiesner) méchten wir auch an dieser Stelle unseren besten Dank sagen. 
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bzw. Ringerlésung suspendiert ; die Schichtdicke der Suspension betrug 
etwa 4mm. Zur Bestrahlung diente eine noch wenig abgenutzte Quarz- 
quecksilberdampflampe von Heraeus (220 Volt Gleichstrom, 2000 HK). 
Die Distanz des Brenners von der Suspension betrug stets 15 cm, die 
Bestrahlungsdauer 2 Stunden. Die Schale mit der Suspension war in 
jeweils erneuertem Eis eingebettet. Nach der Bestrahlung wurde die 
Suspension in einer Dialysierhiilse gegen destilliertes Wasser dialysiert 
und dieser Vorgang fortgesetzt, bis die abgespaltene Menge Jodid 
nicht mehr bestimmbar war. Die Bestimmung erfolgte, wie in der 
vorangegangenen Arbeit, nach Fresenius!. Um bei den zu gewartigenden 
kleinen Jodmengen das ganze Dialysat auf einmal mit Schwefelkohlen- 
stoff ausschiitteln zu kénnen, wurde die angegebene kleine Apparatur 
auf einen Fassungsraum von etwa 100 ccm erweitert; die Titration 
erfolgte mit n/1000 Na,8,Q3. 

Von einer Bestimmung des Jodgehalts der verwendeten Schilddriise 
wurde jedoch Abstand genommen. Die Literatur? zeigt ja nicht nur auBer- 


ordentlich groBe individuelle Schwankungen fiir die Jodzahlen in den 
Schilddriisen von Personen derselben Gegend, sondern auch v6llig ungleich- 





Tabelle. 
I II Ill IV a! VI Vu 
Gewicht , —— = 
der Bestrahlte Als Jodid oe “— 
Nr. Schild- Menge | *bgespal, D°roues Befund Alter, Krankheit 
driise ones Oe | abspaltung 
£ £ mg mg 
1 32 29 | 0,0266 0,043 Parenchymatés | Mann, 61 Jahr, 
‘ Tbyr. mikrofollic Tb. fibroule. 
atrophica 
2 25 20 0,186 0,233 Kolloid Mann, 51 Jahr, 
Thyr. mikrofollic Spatepilepsie, 
Herztod 
3 31 20 0,0708 0,110 dasselbe Tb. 
4 31 17 0,0208 0,038 Thyr. makrofollic | Mann, 27 Jahr, 
Tb fibroule. 
5 30 20 0,0138 0,020 Kolloid Mann, 53 Jahr, 
Thyr. makrofollic Tb. fibrocas, 
6 39 20 0,0233 0,045 dasselbe Mann, 41 Jahr, 
Mening. Tb. 
7 25 20 0,9815 0,102 atrophiseh 


Thyr. mikrofollic 


‘ Siehe Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 4. Aufl., 2, 505. 

* Siehe unter anderem R. Hirsch in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 
2. Aufl., 9, 238 ff. und J. Abelin, Handb. d. norm. u. pathol Physiol. 
16/1, 149. 
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maéBige Verteilung des Jods in ein und derselben Schilddriise', so daB ein 
Schlu8 vom Jodgehalt des untersuchten Anteils einer Schilddriise auf 
den bestrahlten Anteil derselben Schilddriise nicht zulassig erscheint. 

Es wurden ferner Gemische von Suspensionen verschiedener Schild- 
driisen bestrahlt, auch einige einzelne Schilddriisen, bei denen die Abspalt ung 
zu gering war, um verlaBlich gemessen werden zu kénnen. Es wurden 
schlieBlich als Kontrollen Teile der Schilddriisensuspension anstatt der 
Bestrahlung einer mehrstiindigen Erwdrmung im Warmeschrank auf 45 
bis 65° ausgesetzt. In diesen Fallen war die Probe nach Fresenius durchwegs 
negativ. Bei den bestrahlten Proben war die Temperatur nicht iiber 35° 
gestiegen. 

Den prozentualen Betrag der Jodabspaltung kénnen wir aus den 
vorliegenden Befunden nur schatzungsweise feststellen. Nimmt man 
fiir die Jodabspaltung aus der ganzen Driise die Zahlen von Kolonne V 
an, was eine (sicher nicht genau giiltige) gleichmdfige Jodabspaltung 
aus allen Teilen der Driise voraussetzt und setzt man willkiirlich den 
durchschnittlichen Jodgehalt der Schilddriisen fiir die in Betracht 
kommenden Faille gleich 4 mg? [v. Rositzki (siehe Anm. 2, S. 183) er- 
halt als Mittelwert fiir — sehr stark voneinander abweichende 
Befunde in Steiermark: 3,2 mg Jod], so ergeben sich als Jodionen- 
abspaltung in Prozenten des Gesamtjods der Driise Werte von 0,5 bis 2,7° , 
Der Fall 2 fallt mit seiner gr6Beren Abspaltung heraus und wurde nicht 
eingerechnet; hier ist wohl auch ein héherer Jodgehalt der Driise an- 
zunehmen. 

Um irgendwelche — zweifellos vorhandene — Beziehungen zwischen 
histologischen Befunden und der leichteren oder schwereren Jod- 
abspaltung aufzudecken, miiBte das Material natiirlich bedeutend 
vergréBert werden. 


4 


II. 

Schon friihere Erfahrungen hatten gezeigt®, daB die chemische 
Wirksamkeit von Réntgenstrahlen auch bei Verabfolgung sehr groBe1 
Dosen (100 Holzknechteinheiten*) eine recht geringe bzw. sehr langsam 
fortschreitende ist. Um im Falle der Jodionenabspaltung® giinstige 


1 Vgl. z. B. E. Hergloz, diese Zeitschr. 175, 175, 1926, speziell S. 179. 

2 Es handelt sich in obigen Fallen (auBer bei Fall Nr. 2) durchwegs 
um an konsumptiven Krankheiten verstorbene Personen. 

* F. Lieben, diese Zeitschr. 184, 453, 1927, speziell S.471; ferne: 
W. Stenstrém u. A. Lohmann, Journ. of biol. Chem. 79, 673, 1928. 

* Drei Hoizknechteinheiten gelten als die Dosis weicher, unfiltrierte: 
Réntgenstrahlen, die auf der Gesichtshaut gerade eine leichte Rétung 
hervorrufen. 

5 H. Bordier (C. r. Acad. se. 168, 291, zitiert nach Chem. Centralbl. 
1917, I, 5) fand, daB X-Strahlen Jodwasser und Jodstérkelésung innerhalb 
kurzer Zeit entfirben; das Jod wird dabei ionisiert, da nachtraglicher 
Staérkezusatz keine Blaufarbung mehr hervorruft. 
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Bedingungen fiir einen positiven Versuch zu schaffen, mubte ein hoch- 
jodiertes Substrat verwendet werden. Als solches benutzten wir, wie 
in der eingangs zitierten Arbeit (siehe Anm.1, 8.182), kiinstlich 
jodiertes Casein (Hammarsten), ferner Thyroxin (Roche). Das Jodcasein 
enthielt nach Blum und Griitzner! 8,2 bis 8,6°, Jod. 


Beispiel. Fiir 50 cem Jodcaseinlésung 0,47°, in n/10 Na,CO,, 3 mm 
Schichtdicke in offener Glasschale auf einem Paraffinblock. werden in 
23 em Objekt-Fokusabstand ohne Filter bei 150 kg/Volt Effektivspannung 
und 3 Milliamp. Stromstaérke 104 Holzknechteinheiten, gemessen mit der 
Farbtablette mach Holzknecht-Sabouraud, verabfolgt; dies dauerte 
100 Minuten. 


Es wurden abgespalten nach Fresenius (Titration mit n/1000 Na,S,Q,) 
nach der ersten Dialyse tiber Nacht 0,038 mg Jod 
9 » Zweiten ,, - << SO os « 
% » dritten o *” >»  Spuren 
Summa 0,083 mg Jod 


0,235 g Jodcasein mit 8,2°,, Jod enthalten: 19,2 mg Jod, daher abgespalten 
0.43%. Ein Kontrollversuch mit der unbestrahiten Lésung ergab keinerlei 
Jodionenabspaltung. 


Dieselbe GréBenordnung der prozentualen Abspaltung ergab auch 
ein Versuch mit Thyroxin (64,9°%, J), von dem 50 ccm 0,3° ige Lésung 
in n/50 NaOH in genau derselben Versuchsanordnung wie in obigem 
Beispie! 101 Holzknechteinheiten empfingen. Hier ergibt sich jedoch 
die Schwierigkeit, daB Thyroxin bei der der Bestrahlung folgenden 
Dialyse mit den Jodionen zum Teil die Membran passiert und bei 
Zusatz der ,,Nitrosen“ Jod abspaltet?. Die durch Lichtwirkung erfolgte 
Abspaltung kann also nunannahernd durch Substraktion des Fresenius- 
Wertes der Kontrolle von dem der bestrahlten Probe ermittelt werden. 


Zusammenfassung. 


Als Fortretzung einer friiheren Arbeit tiber die Abspaltung von 
Jod- bzw. Bromionen aus kiinstlich jodiertem bzw. bromiertem EiweiB 
durch ultraviolettes Licht wird erstens das Verhalten von frischer 
menschlicher Schilddriisensuspension gegeniiber derselben Strahlen- 
quelle untersucht, zweitens das Verhalten der eben erwahnten Jod- 
eiweiBkérper (Jodcasein) und des Thyroxins gegeniiber} Réntgen- 


1 Siehe G. Lockemonn in Abderhaldens biolog. Arbeitsmethod. Abt. I, 
Teil 3, S. 836f. 

2 In der eingangs zitierten Arbeit war bei einem analogen Quarz- 
lampenversuch diese Erscheinung infolge unvollstandiger Lésung des 
Thyroxins nicht aufgetreten, da eben kein Thyroxin in die AuSenfliissigkeit 
getreten war. 
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strahlen. Beide Fragen sind als Voruntersuchung fiir das Problem der 
chemischen Wirkung von Réntgenstrahlen auf Schilddriisen gedacht. 

Es ergaben sich in beiden Versuchsreihen durchaus positive Effekte ; 
die abgespaltenen Jodionenmengen waren allerdings stets dauBerst 
geringfiigig: bei dem Schilddriisenmaterial halten sie sich bei unserer 
Versuchsanordnung schiétzungsweise zwischen 0,5 und 2,7°,; bei der 
Roéntgenstrahlenwirkung auf Jodcasein und Thyroxin unterhalb 1°, 
des vorhandenen Jods. 


Herrn Dr. med. Hans Wantoch, der zur vorliegenden Arbeit einige 
Vorversuche ausgefiihrt hat, sprechen wir hierfiir unseren besten 


Dank aus. 











Untersuchungen iiber den Einflu6 


steigender Gaben von Jodid-, Jodat- und Perjodation 
auf die Keimung und die erste Jugendentwicklung 
einiger Kulturpflanzen '. 


Von 
K. Scharrer und W. Schropp. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut Weihenstephan der Technischen 
Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 19. April 1931.) 
Mit 16 Abbildungen im Text. 


1 I. Einleitung. 


Die meisten der bisherigen Arbeiten iiber den EinfluB des Jods 
auf das Pflanzenwachstum beschaftigten sich mit der Einwirkung der 
Jodverbindungen auf den Ernteertrag bzw. auf die Jodanreicherung 
der Pflanzen durch Jodgaben?. 

Ein systematisches Studium der Einwirkung der verschiedenen Jod- 
verbindungen, vor allem eine Behandlung der wichtigen Fragen, wie Jodion 
im Vergleich zum Jodat- und Perjodation das Pflanzenwachstum beeinfluBt 
bzw. ob diese verschiedenen Ionen eine unterschiedliche Wirkung zeigen, 
konnten wir in der bisherigen Literatur mit Ausnahme einer Arbeit von 


1 XXIV. Mitteilung zur Kenntnis des Jods als biogenes Element ; 
XXII. Mitteilung, diese Zeitschr. 213, 18, 1929; XXIII. Mitteilung, eben- 
daselbst 213, 32, 1929. 

2 Vgl. hierzu K. Scharrer, Chemie und Biochemie des Jods. Stuttgart 
1928; J. Stoklasa, diese Zeitschr. 211, 213, 1929; K. Scharrer, Festschrift 
anlaBlich des 70. Geburtstages von J. Stoklasa. Berlin 1928. 
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F. Weiske' nicht vorfinden*. Eine kiirzlich erschienene Publikation von 
R. Koéhler® iiber die Aufnahme von Jod durch Pflanzen geht anderen Ge- 
dankengéngen nach. 

Da F. Weiske Untersuchungen iiber den Einflu8 einiger Chilesalpeter- 
bestandteile auf die Pflanzen anstellte, studierte er die Wirkung von Chlorat, 
Perchlorat, Jodat und Perjodat auf die Keimung und die postgerminale 
Entwicklung verschiedener Kulturgewachse. Zuckerriiben und Kartoffeln 
wurden durch Jodation geschadigt, dagegen Gerste und Spinat dadurch 
gefoérdert. Perjodation zeigte sich als ausgesprochenes Pflanzengift, schaédigte 
aber das SchluBwachstum weniger als die Jugendentwicklung. Bei der 
Gerste wurden die Keimung und die Jugendentwicklung durch Jodsalze 
stets geférdert. Bei Hafer stellte Weiske nur eine starke Schédigung durch 
gréBere Gaben von Perjodat fest. 

Unsere Untersuchungen setzten sich zum Ziel, den EinfluB des Jodid-, 
Jodat- und Perjodations zunaéchst auf die Keimung und die Jugendent- 
wicklung einiger wichtigen Kulturpflanzen zu verfolgen. Vorerst wurde 
dabei das Kation stets konstant gehalten ; in demniachst zur Veréffentlichung 
gelangenden Versuchen ist eine Variation des Kations durchgefiihrt worden, 
da naturgem&éB das Kation fiir die Léslichkeit der Jodsalze von Bedeutung 
ist; auBerdem wurde dort Jod in wasseriger Lésung in die Versuche ein- 
bezogen. 

II. Die Versuchsgrundlagen. 
a) Fragestellung. 
Den eigenen Versuchen lag folgende Fragestellung zugrunde: 
1. Welchen EinfluB iiben steigende Mengen Jod in Form von 


Jodid-, Jodat- und Perjodation auf die Keimung der Getreidepflanzen 
aus ? 

2. Wie auBert sich die Wirkung dieser verschiedenen lIonen auf 
den weiteren Verlauf des Wachstums der Versuchspflanzen ? 

3. Welche Beeinflussung erfaihrt dabei das Erntegewicht der 
Pflanzen ? 

4. Wie auBert sich der EinfluB des Jodid-, Jodat- und Perjodat- 
ions auf verschiedenen Béden ? 

5. BeeinfluBt die Jodbeigabe die Reaktion der Versuchsbéden ? 


b) Versuchsplan. 
Entsprechend dem in der Einleitung dargelegten Versuchs- 
gedanken wurden diese Untersuchungen zuniachst mit den Jod- 


1 F. Weiske, Wiss. Arch. Landw. A., 4, 366, 1930. 

2? Die in unserer Arbeit mitgeteilten Untersuchungen wurden im 
Jahre 1928 durchgefiihrt und waren bereits abgeschlossen, als der eine von 
uns (Schurrer) auf der von der I. G. Farbenindustrie veranstalteten Jod- 
tagung in Leuna (12. und 13. Marz 1929) mit den Untersuchungen von 
Weiske, itiber die dieser in Leuna berichtete, bekannt wurde. In der sich 
an den Vortrag von Weiske anschlieBenden Diskussion wies deshalb 


Scharrer schon damals auf die in Weihenstephan gemachten Versuche hin. 
3 R. Kohler, Mitteil. a. d. Laboratorien d. PreuB. Geologisch. Landes- 


anstalt, Heft 7, Nr. 2. 1928. 
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verbindungen des Kaliums, und zwar Kaliumjodid, Kaliumjodat und 
Kaliumperjodat durchgefiihrt. Das Kation wurde, wie schon erwahnt, 
grundsatzlich nicht geaindert, um die Wirkung der verschiedenen Jod- 
verbindungen in voller Deutlichkeit zu erkennen. Nachstehender 
Versuchsplan wurde als zweckentsprechend erachtet : 


1. Grunddiingung 


2. , 30 mg Jod als KJ 
3. ie + 3,0 a ae 
4. - + 0,3 te ike: ae 
5. - y oe ss ) ll ee 
6. ys + 0,008 . ww ww» Kd 
. F éa + 30 ao « \ oe 
8. ia + 3,0 io wt 2 ee 
9. ” ry oF ss « wee 
10. - + 0,03 ,, °°» » JQ, 
Il. s + O08; « 5 Reg, 
12. - + 30 » oo» » mdO, 
13. ‘a + 3,0 ae = 
14. o- + 0,3 » es » ——a 
15. a + C28 ow ow » BOQ, 
16. - + 659 ». ws » wee 


Die Aufgabe der Versuche, Beeinflussungen des Jugendwachstums 
durch bestimmte Stoffe zu untersuchen, und die dadurch bedingte langere 
Beobachtungszeit gaben Veranlassung, diese in sogenannten Neubauer- 
schalen durchzufiihren, welche sich fiir solche Untersuchungen als sehr 
zweckmaBig erwiesen hatten'. 

Eine Grunddiingung ware bei der kurzen Dauer der Versuche an 
sich entbehrlich gewesen. Um jedoch den Pflanzen optima!le Wachstums- 
bedingungen zu geben, wurde bei sémtlichen Versuchen und bei sémtlichen 
Bodenarten jeweils die gesamte, zur Einfiillung in die Schalen bestimmte 
Bodenmenge gleichheitlich abgediingt und folgende Mengen an Nahrstoffen 
fiir je 80 kg Boden verabreicht: 5g N, 5g K,O und 3,0 g P,O;. Der Stick- 
stoff wurde als schwefelsaures Ammoniak, das Kali als 40°, iges Kalisalz 
und die Phosphorséure in Form von Superphosphat gegeben. 

Als Versuchsdiinger wurden Kaliumjodid, Kaliumjodat und Kalium- 
perjodat in chemisch reinster Form (pro analysi. Original Merck bzw. 
Dr. Schuchardt-Gérlitz) verwendet und auBerdem stets der Jodgehalt 
analytisch festgestellt. 

Die Grunddiingung wurde in festem Zustande durch inniges Mischen 
dem Boden einverleibt, wahrend die Versuchsdiingung in fliissiger Form 
verabreicht wurde. 

Von den einzelnen Diingungsarten wurde die Grunddiingung jeweils 
viermal, die iibrigen Diingungsarten zweimal wiederholt. Es umfa8t somit 
ein Versuch mit einer Bodenart und vier verschiedenen Pflanzen insgesamt 


136 Schalen. 


1 Vgl. hierzu A. Strobel u. K. Scharrer, Fortschr. d. Landw. 1, 62, 1926. 
K. Scharrer u. W. Schropp, Landw. Versuchsst. 108, 217, 1929. 
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c) Beschreibung der zu den Versuchen herangezogenen Bodenarten. 
Zu den Versuchen wurden zwei Bodenarten herangezogen, und zwar: 
1. Niedermoorboden aus dem Dachauer Moos. 
2. Sandiger Tonboden aus dem Marchfeld bei Wien. 
Die Ergebnisse der physikalischen und chemischen Untersuchungen ! 
dieser Béden sind in den Tabellen I und II niedergelegt. 
Tabelle I. 


Ergebnisse der physikalischen Bodenuntersuchungen. 





s Sand Feinsand Staub Feinstes Wasser- 
= Bodenart 2 bis 0,1 mm 0,1 bis 0,05 mm 0,05 bis0,01mm | < 0,01 mm_ kapazitit 
5 %o lo lo lo %g 

1 Niedermoor 


(Dachauer Moos) — -- — — 104,93 


2 Sandiger Tonboden 
aus dem Marchfeld 
(Niederésterreich) . 8,4 27.5 26.0 38,1 31,80 
Tabelle II. 


Ergebnisse der chemischen Bodenuntersuchungen. 








Gesamtnihrstoffe im heifen Neuhanerans hs 
; konzentrierten H Cl-Auszug Nousesersahl Se 
Z — - ———| 2% 
- Bodenart * + & 
5 N P20;, K,0 CaO MgO P20; K,0) gé 
4 
0 0 0 0 0 v lo 5 mg mg Q © 

1 Niedermoor- 

boden . . . | 2,180 0,110 0,101 2,030/0,110 3,71 9,83 | 6,23 0 


2 | Sandiger 
Tenboden . | 0,172 0,183 0,170 10.98 0,432 | 2,03 10,62 7,00 0 


* Das Jodabsorptionsvermigen beider Béden war ziemlich betrichtlich. Vgl. hierzu 
kK. Scharrer und J. Schwaibo:d, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chemie 182, 193, 1925. 

+ K. Scharrer und J. Schwaibold, diese Zeitschr. 200, 258, 1928. 

Der Jodgehalt des Niedermoorbodens betrug 220 y-°/), der des 
sandigen Tonbodens 75 y-°/, im HCl-Auszug. 

d) Die Versuchspflanzen. 

Zu den Versuchen wurden die vier Hauptgetreidearten Weizen, Roggen, 
Gerste und Hafer herangezogen. Bei simtlichen Bodenarten wurden jeweils 
die gleichen Sorten zum Anbau gebracht. Das Saatgut wurde vor Gebrauch 
nach Gr6é8e sortiert und hiervon nur die erste Sorte verwendet. Je Schale 
wurden 50 vorher mit Uspulun gebeizte Korner ausgelegt. Die Sorten, 


! Hinsichtlich der Methodik dieser Bestimmungen siehe: J. Kopecky, 
Die Bodenuntersuchung zum Zwecke der Drainagearbeiten mit besonderer 
Beriicksichtigung der Ausfiihrung mechanischer Bodenanalysen mittels 
eines neu kombinierten Schlimmapparats. Prag 1901; Wahnschaffe-Schucht, 
Anleitung zur wissenschaftlichen Bodenuntersuchung. Berlin, P. Parey, 
1925; J. Kénig. Die Analyse landwirtschaftlich und landwirtschaftlich- 
gewerblich wichtiger Stoffe 1, 52, Berlin 1923. 
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sowie die Ergebnisse der Keimpriifung im Schénjahnschen Apparat sind 
aus Tabelle III zu entnehmen. 


Tabelle I1l1. 


Ergebnisse der Keimpriifungen. 





Lfd ; ; Keimfihigkeit 
Nr. Getreideart Sorte nach 10 Tagen 
i 

1 Winterweizen . Weihenstephaner Dietrich, Original 98 

2 Winterroggen . Karlshulder, Original 99 

3 Wintergerste . Weihenstephaner, E. 11. III. 99 

4 a Weihenstephaner Goten, Original 91 


III. Verlauf der einzelnen Versuche. 


Samtliche Versuche auf den zwei Bodenarten erfuhren die nachstehend 
beschriebene Behandlung, weshalb diese vorweg angefiihrt sei. 

Die vier Einzelversuche auf einer Bodenart wurden immer gleichzeitig 
angesetzt und hinsichtlich Diingung, Saat. Bewaésserung mit absolut jod- 
freiem, tiber Pottasche destilliertem Wasser! und Pflege vollkommen 
einheitlich behandelt. Die Ernte der vier Einzelversuche erfolgte inner- 
halb kurzer Zeitabschnitte; als Erntegewicht wurde das der Griinmasse 
festgestellt. Die Reaktion des Versuchsbodens wurde vor Beigabe der 
Versuchsdiingung, also nach Verabfolgung der Grunddiingung, sowie nach 
Beendigung des Versuchs, hierbei die einzelnen Diingungsarten getrennt, 
festgestellt. Die Reaktionsmessung wurde nur bei dem Versuch auf sandigem 
Ton vorgenommen. 


1. Die Versuche auf Niedermoorboden. 


Das Ansetzen dieser Versuche erfolgte am 12. Marz 1928, wobei jede 
Schale 330 g¢ Boden enthielt. Die Bewaésserung wurde in der gleichen, 
wie vorher beschriebenen Weise vorgenommen. Je Schale wurden bei 
simtlichen Einzelversuchen wahrend der ganzen Versuchsdauer 220 ccm 
Wasser verbraucht. 


An Vegetationsbeobachtungen verdienen festgehalten zu werden: 


Winterweizen. 


Das Auflaufen erfolgte in der Zeit vom 19. bis 21. Februar 1928. Es 
ging am besten bei Grunddiingung und den Jodgaben von 0,3 bis 0,003 mg 
vor sich, die iibrigen Jodgaben zeigten mit Steigen der Jodmenge eine 
gewisse Verzégerung. Von den Verbindungen des Jods lieB die KJ-Reihe 
dies am deutlichsten erkennen, weniger stark die KJO,-Reihe, und am 
wenigsten die KJO,-Reihe. Die Anzahl der aufgelaufenen Pflanzen je 
Schale erfuhr durch keine der vorhandenen Diingungsarten eine Ver- 
minderung. Der Weizen entwickelte sich bei Beibehaltung der Unter- 
schiede langsam weiter, spéter verwischten sich die Unterschiede stark, 
lediglich jene zwischen Grunddiingung und der héchsten Jodgabe blieben 
bestehen. Guttation war bei s&émtlichen Pflanzenbestainden gleichmaBig, 


1 Th. v. Fellenberg, Ergebn. d. Physiol. 25, 176, 1926. 
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jedoch in geringem MaBe zu beobachten. Die photographische Aufnahme 
des Versuchs (Abb. 1) erfolgte am 24. Marz, die Ernte am 25. Marz’. 


Winterroggen. 


Der Roggen begann schon am 17. Marz mit dem Auflaufen und be- 
endete dieses am 19. Marz. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Jod- 
salzen und Jodmengen waren hier sehr gering. Gegeniiber Grunddiingung 
war die Gabe von 30 mg Jod als KJ am weitesten zuriick. Zwischen den 
iibrigen Diingungsarten und den Pflanzen ohne Jod waren nur sehr geringe 
Unterschiede festzustellen, die eine eingehende Differenzierung nicht 
ermoglichten. Die gleichen Beobachtungen konnten im weiteren Verlaut 
des Versuchs angestellt werden. Die Pflanzen der Diingungsart 30 mg Jod 
als KJ zeigten eine schmutziggriine Farbe. Guttation in sehr starkem 
MaBe bei simtlichen Diingungsarten. Der Versuch wurde am 22. Marz im 
Bilde festgehalten (Abb. 2) und am 26. Marz geerntet. 


Wintergerste. 


Auflaufen der Gerste in der Zeit vom 17. bis 19. Marz 1928 sehr gleich- 
maéBig. Am besten ging dieses bei Grunddiingung und den Jodgaben von 
0,3 bis 0,003 mg je Schale in sémtlichen drei Formen vor sich. Etwas 
zurtick stand die Gabe von 3mg Jod. Am schlechtesten war hier KJ, 
etwas besser K JO; und am wenigsten zuriick KJO,. Noch starker, jedoch 
in gleicher Anordnung hinsichtlich der Jodsalze waren diese Unterschiede 
bei der Jodgabe von 30 mg zu beobachten. Eine Verainderung der Pflanzen- 
zahl wurde in keinem Falle festgestellt. Diese Unterschiede blieben bei 
der sehr frohwiichsigen Gerste bis zur photographischen Aufnahme am 
22. Marz (Abb. 3) und zu der am 26. Marz erfolgten Ernte bestehen. 


Hafer. 


Bei diesem Versuch waren die Unterschiede in der Keimung und dem 
spéteren Wachstum der Pflanzen der einzelnen Diingungsarten am starksten 
ausgeprégt. Das Auflaufen erfolgte in der Zeit vom 19. bis 21. Marz. Am 
gleichmaéBigsten und raschesten war dieses bei Grunddiingung und den 
‘Jodgaben von 0,03 und 0,003 mg in der Reihenfolge der Verbindungen 
KJO,, KJO, und KJ. Die Gaben von 0,3, 3 und 30 mg Jod riefen ent- 
sprechend ihrer Hohe eine teilweise sehr betrachtliche Keimungsverzégerung 
hervor. Besonders stark trat dies in Erscheinung bei der K J-Reihe, geringer 
in der KJO,- und KJ0O,-Reihe. Bei den Schalen mit 30 mg Jod als KJ 
konnten von 50 ausgelegten Koérnern nur 26 zum Auflauf gelangen, bei 
den Schalen mit der gleichen Jodmenge, jedoch als K JO, gegeben, nur 38. 
Die weitere Entwicklung des Versuchs ging ohne Stérung unter Bei- 
behaltung der geschilderten Unterschiede vor sich. Abb. 4 zeigte den Stand 
dieses Versuchs am 24. Marz. Die Ernte erfolgte am 26. Marz. 

Die zahlenmaéBigen Ergebnisse der vier Versuche sind in Tabelle IV 
aufgezeichnet, die graphischen Darstellungen der Ertrage in den Abb. 5 bis 8. 
Die Untersuchungen des Reaktionszustandes der Versuchsbéden sind in 
Tabelle V aufgefiihrt. 


! Die Abbildungen befinden sich am Schlusse der Arbeit als Abschnitt V. 
Anhang (Lichtbilder und Kurven). 
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Tabelle 1V. 


Ernte in Gramm Griinmasse je GefaéB der Versuche auf Niedermoorboden. 





Ernteergebnisse je GefiB 





2 Winterweizen Winterroggen Wintergerste Hafer 
Diingungsart 
= Pflan- Griin- | Pflan- | Griin- Pflan- Griin- | Pflan- Griin- 
= zen- masse! zen- |Masse zen- Masse) zen- Masse 
zahl g zahl g zahl g zahl g 
1); Grunddingung 49 639 49 7,39, 50 10,00 47 | 5,33 
2) Gr.+30 mg Jals KJ 47 2,01 49 443 50 6381 26 0.58 
3], + 8 _ " « Oe 49 6,07 48 7,04 50 7,87 45 3,37 
4; ,+08 ,. Jd, Kd 50 6.02 50 780 50 10.08 45 4,85 
5 , + 0,03 , J, KJ 49 586 48 7,81 50 10,05 48 = 5,50 
6] , + 0,008, J, KJ 49 6,23 50 7,07 50 1047 46 4,95 
7 Gr.+30 mgJalsKJO, 50 5,09 48 619 49 9,37 38 1,98 
8ii s 3 » J » KJO; | 49 |6,16 | 48 | 7,17| 50 | 9,78) 42 | 4,40 
9} +03 , I, KIO, || 49 (6,33 49 | 7,12) 50 9,84 44 4,97 
10)| , + 0,03 , J, KJO;| 49 605 49 7,63 50 | 968 50 5,64 
11 » + 0,008, J, KIO; 50 6,15 50 | 7,95 50 984 48 5,62 
12) Gr.+30 mgJalsKJO,) 47 4,95* 49 687 50 887 43 | 1,86 
13) , + 3 » J» KJO,| 50 |5,68 50 367,56 = =650 9,70 46 4,54 
14); , +08 , JI, KJO,| 49 (5,63 | 48 (693) 50 | 9,86) 46 | 4,56 
t5|| , + 0,08 , J, KJO, || 50 |5,62 49 6,92) 50 9.46 45 4,69 
16) , + 0,003, J, KIO, 50 «5.61 48 7,09 50 9.86 46 4,89 
* Schlechte Ubereinstimmung der Kontrollschalen. 
Tabelle V. 
Ergebnisse der Reaktionsmessungen beim Niedermoorboden. 

_ Diingungsart Weizen Hafer Gerste Roggen 

_ PH PH Pu Pur 

1 Grunddimgung 6.91 6.89 6,73 6.85 

2 Gr.+30 mg J als KJ 6,85 6,82 6,72 6,92 

3 a a a 6,96 a 6,84 

4 » a BE nn 2 go Be 6,92 6.73 6.73 7,00 

5 » * CFB «42 » Ke 6,88 6.75 6,77 7,02 

6 , + 0,008, J, KJ 6,89 6.75 6,72 7,10 

7 Gr.+30 mg J als KJO, 6,83 6,72 6.72 7,10 

8 ot 3 « + = Bes 6,87 6,72 6,77 6,96 

9 +08 , J, KIO; 6,95 6,74 6.72 7.04 

10 . + 00.7 KJOs 6,92 6.75 6,71 7.10 

11 » + 0,003, J, KJO; 6.93 6,71 6,77 6.92 

12 Gr.+30 mg J als KJO, 6.91 6.73 6,73 7,13 

13 oa » 3 » KIO, 6.88 6.73 6.76 6.91 

14 os” eee KIO, 6.85 6,73 6.75 6.89 

15 008 . J, KJO, 6,95 6,71 6.73 6.84 

16 ,» + 0,003, J KIO, 6,99 6,71 6,75 6,92 


Dureh die Joddiingung wurde die Reaktion des Bodens gegentiber 
Grunddiingung nicht veréndert. 


Biochemische Zeitschrift Band 236 13 
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Befund. Die Versuche auf Niedermoorboden zeigten hinsichtlich 
der Wirkung des Jods auf die Keimung und die weitere Entwicklung 
der Keimpflanzen durchweg, daB auf diesem Boden die Gaben von 
30, 3 und 0,3 mg je Schale eine stark hemmende Wirkung ausiibten. 
Diese Erscheinung war am auffalligsten bei der K J-Reihe festzustellen, 
mit weitem Abstand folgten die Reihen mit den Jodgaben in Form 
von KJO, und KJO,. Die niedrigen Jodgaben lieBen in samtlichen 
Fallen diesen EinfluB nicht feststellen. Die Einteilung der vier Ver- 
suchspflanzen hinsichtlich ihres Verhaltens gegen Jod in diesen Mengen 
und den gepriiften Bindungsarten ergab auf diesem Boden folgende 
Reihenfolge von hoher zu niedriger Empfindlichkeit : 1. Hafer, 2. Weizen, 
3. Roggen, 4. Gerste. 

Die Wirkung des Jods auf den Ertrag der jungen Keimpflanzen 
ist bei Winterweizen dahingehend zusammenzufassen, daB durch die 
Gaben von 30 mg Jod als KJ eine starke Ertragsdepression hervor- 
gerufen wurde. Eine ahnliche Wirkung, jedoch in geringerem Ausmafe, 
zeigte die gleich hohe Jodgabe als KJO,. Die iibrigen Gaben der K J- 
Reihe ergaben fast gleiche Ertrage wie die Grunddiingung, ebenso war dies 
bei der KJ O,-Reihe der Fall. Die Ernteertrage der KJ O,-Reihe waren 
untereinander fast gleich, standen jedoch alle etwas unter Grunddiingung. 

Bei Winterroggen war die Wirkung der Gaben von 30 mg Jod 
in den drei Verbindungsarten ahnlich der bei Weizen, doch in wesentlich 
geringerem Umfange. Die Erntezahlen der tibrigen Gaben der KJ- 
wie auch der KJO,-Reihe entsprachen ungefaéhr denen der Grund- 
diingung, wahrend in der KJO,-Reihe die Ernteertrige gegeniiber 
Grunddiingung etwas zuriickstanden. 

Bei Wintergerste wirkten die Gaben von 30 und 3 mg J als KJ 
stark ertragsmindernd. Die Ertrage der ibrigen Duingungsarten simt- 
licher Jodsalze wichen unbedeutend von Grunddiingung ab, nur die 
héchste Gabe von 30 mg J als Jodat und Perjodat zeigte eine geringe 
Ertragsdepression. 

Die allerschlechtesten Ernteertrage wies wiederum der Hafer auf. 
Bei Jodid riefen schon die Jodgaben ab 0,3 mg J ganz bedeutende 
Ertragsriickgange hervor, ebenso, wenn auch in etwas geringerem 
MaBe, bei Jodat und Perjodat. Die Jodatreihe war hier relativ noch 
am besten, dann folgte mit geringem Abstand Perjodat. Weitaus am 
schlechtesten wirkte das Jodidion. Die groBe Empfindlichkeit des 
Hafers gegeniiber Jodsalzen und die relativ geringe Beeinflussung des 
Wachstums der Gerste durch Jodverbindungen kann leicht durch ihr 
verschiedenes Wurzelaneignungsvermégen erklirt werden, da der 
Hafer bekanntlich von allen Getreidearten die starkste Wurzelaziditat !, 


1 Vgl. hierzu z. B. E. Hiltner, Landw. Jahrb. 60, 689, 1924. 
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die Gerste die schwachste besitzt. Auch stehen diese Befunde in schéner 
Ubereinstimmung zu dem Hinweis F. Merkenschlagers!, daB der Hafer 
infolge seiner kiihlen, regenreichen Urheimat eine hohe Salzempfindlich- 
keit besitzt, wahrend die Gerste, deren Urheimat vermutlich durch 
ausgesprochen arides Klima gekennzeichnet war, eine hohe Salz- 
konzentration bevorzugt. 

F. Merkenschlager und M. Klinkowski! fanden, daB bei Wasser- 
kulturen der Hafer gegen hohe Salzkonzentrationen starker empfindlich 
war als der Weizen und dieser empfindlicher als Roggen und Gerste. 
Interessant ist, daB wir genau die gleiche Reihenfolge der Empfindlich- 
keit der vier Hauptgetreidearten gegeniiber Jodverbindungen fest- 
stellen konnten. 


2. Die Versuche auf sandigem Tonboden. 


Diese Versuche begannen am 11. Mai 1928. Je Schale wurden zwecks 
besserer Verteilung des zugegebenen Wassers zuniéchst 100g Sand ein- 
gefiillt. Auf diesen wurde dann der eigentliche Versuchsboden (je GefaB 
480 g) gegeben. Die Bewasserung erfolgte in gleicher Weise wie bei den 
friiheren Versuchen, wahrend der Vegetation wurden je Schale insgesamt 
160 cem Wasser verbraucht. 

Die Beobachtung des Wachstumsverlaufs ergab folgende Feststellungen : 


W interweizen. 

Das Auflaufen erfolgte sehr gleichmaéBig, innerhalb der einzelnen 
Diingungsarten blieben jene mit 30 bzw. 3 mg Jod als KJ ziemlich zuriick, 
das Auflaufen bei den tibrigen Verbindungen vollzog sich ohne deutliche 
Unterschiede. Diese Verhiltnisse blieben auch im weiteren Verlauf des 
Wachstums bestehen, den schlechtesten Stand zeigten 30 mg und 3mg J 
als K J, die iibrigen K J- wie auch K J O,-Gaben waren mit der Grunddiingung 
gleich, wahrend bei der KJO,-Réihe sémtliche Jodgaben, ausgenommen 
30 mg J, eine bessere Entwicklung als die Pflanzen ohne Jod aufwiesen. 
Das Photographieren des Versuchs erfolgte am 22. Mai (Abb. 9), die Ernte 
am 24. Mai. 

W interroggen. 


Sehr gleichmaéBiges Auflaufen in der Zeit vom 14. bis 15. Mai 1928. 
Die Gaben von 30 bzw. 3 mg J als KJ behinderten den Verlauf der Keimung, 
die Pflanzchen blieben zuriick und entfalteten sich erst 2 Tage spater. 
Zwischen den iibrigen Diingungsarten waren deutliche Unterschiede nicht 
bemerkbvar. Bei den spateren Beobachtungen des sich im allgemeinen 
sehr gut entwickelnden Roggens war bei der KJ-Reihe zu beobachten, 
daB die Gaben 306 und 3mg J in dieser Form am schlechtesten wirkten; 
gleich mit Grunddiingung war 0,03 mg J, iiber dieser lag 0.003 mg J. Bei 
der KJ O;-Reihe war lediglich die Gabe von 30 mg J als K JO, schlechter 
als Grunddiingung, die iibrigen Gaben waren dieser dem Stande nach 
mindestens gleichzusetzen. Das gleiche gilt von der KJO,-Reihe, hier 
zeigte die Gabe von 30mg J die geringste nachteilige Wirkung auf das 


1 F, Merkenschlager, Tafeln zur vergleichenden Physiologie und Patho- 
logie der Kulturpflanzen. Berlin, Verlag O. Schlegel. 
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Pflanzenwachstum. Die eben geschilderten Unterschiede sind aus der 
am 22. Mai erfolgten Aufnahme (Abb. 10) zu entnehmen. Die Ernte fand 
am gleichen Tage statt. 

Wintergerste. 

Bei der in der Zeit vom 14. bis 16. Mai 1928 auflaufenden Gerste 
konnten folgende Wachstumsbeeinflussungen durch das Jod festgehalten 
werden: Auflaufen bei Grunddiingung in drei Schalen sehr gut und gleich- 
maBig, die vierte Schale zeigte eine von den iibrigen GeféBen derartig 
abweichende Entwicklung, daB sie im weiteren Verlauf des Versuchs 
ausgeschaltet werden muBte. Die Pflanzen der Gaben von 30 bzw. 3 mg 
Jod als K J liefen viel schwerer und langsamer auf als die iibrigen Diingungs- 
arten dieser Reihe. Dieses Zuriickbleiben hielt auch im weiteren Versuchs- 
verlauf an. Die restlichen Gaben der KJ-Reihe riefen keinerlei nachteilige 
Beeinflussung des Pflanzenwachstums hervor und muBten ihrem Pflanzen- 
stande nach mit der Grunddiingung gleichgestellt werden. Die geringsten 
Veraénderungen wurden durch die verschiedenen Jodgaben in Form von 
KJ O, hervorgerufen. Mit Ausnahme der Gabe von 30 mg J als Jodation 
die etwas zuriickblieb, war das Wachstum der iibrigen Diingungsarten mit 
dem der Grunddiingung als gleichwertig zu bezeichnen. Von der KJO,- 
Reihe muBten die Schalen der Gaben von 30 bzw. 3 mg infolge schlechter 
Ubereinstimmung der einzelnen GefiBe untereinander von vornherein 
ausscheiden. Die iibrigen Gaben zeigten eine sehr gute Entwicklung, eine 
bessere als die der Pflanzen ohne Jod. Der Versuch wurde am 22. Mai im 
Bilde festgehalten (Abb. 11) und am 24. Mai geerntet. 


Hafer. 

Wie bei den iibrigen Versuchen zeigte auch hier diese Kulturpflanze 
die deutlichsten Unterschiede. Die Keimung setzte am 15. Mai ein. Das 
beste Auflaufen erfolgte bei Grunddiingung, den Gaben von 0,03 und 
0,003 mg J als KJ, sowie den Gaben von 3, 0,3, 0,03 und 0,003 J 
als KJO, und KJO,, welche einander gleichzusetzen sind. Schlechter 
war die Gabe von 0,3 mg J als KJ, noch weiter zuriick standen die Jod- 
gaben von 30 mg als K JO, und KJO,, wiederum schlechter war die Ent- 
wicklung der Pflanzen bei der Gabe von 3 mg J als KJ. An letzter Stelle 
folgte und als iiberaus schlecht zu bezeichnen war der Stand des Hafers 
in den Schalen mit 30mg J als KJ. Die Pflanzen dieser Diingungsart 
keimten auBerordentlich schlecht und wiesen spaterhin keinerlei Wachstums- 
freudigkeit auf. Die geschilderten Unterschiede konnten auch im weiteren 
Verlauf des Versuchs festgehalten werden. Die Abb. 12 zeigt den Stand 
des Versuchs am 22. Mai, dessen Ernte am 24. Mai vorgenommen wurde. 

Die Ernteergebnisse der vier Versuche auf diesem Boden sind in 
Tabelle VI enthalten, die graphischen Darstellungen der Ertrage zeigen 
die Abb. 13 bis 16. 

Befund. Die Untersuchung der Beeinflussung der Keimung und 
der weiteren Entwicklung der Keimpflanzen durch das Jod 
auf diesem Boden ergab bei sémtlichen in die Versuche einbezogenen 
Kulturpflanzen durchweg das gleiche Bild, naimlich eine Hemmung 
dieser Wachstumsvorginge durch die hohen Jodgaben von 30 und 
3mg. Am _ auffalligsten war die Erscheinung beider KJ-Reihe, 
weniger stark bei KJO,, am geringsten bei KJO,. Die vier Ver- 
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Tabelle VI. 


Ernte in Gramm Griinmasse je GefiB der Versuche auf sandigem Ton. 





Ernteergebnisse je Gefi6 


2 Winterweizen Winterroggen Wintergerste Hafer 
Diingungsart 
= Pflan- Griin- Pflan- Griin- pflan- Griin- pflan- Griin 
= zen- masse zen- masse zen masse zen- masse 
zahl g zahl g zahl yg zahl g 

1 Grunddingung 48 | 460) 49 5,17) 49 551° 50 | 479 
2) Gr.+30 mg J als kJ 49 145; 50 321 DO 2.50 47 044 
3 + 3 se kJ 49 343 49 4.91 49 4,82 48 1,80 
4 —@2 . 3 . EF 49 |460 50 593 49 638 50 = 4,33 
5 + 0,98 J kJ 50 | 5,09 49 502 50 6,05 50 = 4,75 
6i , + 0,003, J, KJ 48 468 49 528 50 698 50 4,57 
7° Gr+30 mgJalsKJO, 49 |4,71 50 4,86 48 568 59 2,39 
8 + 3 » J, KIO, | 49 | 5,09! 50 547) 49 603 50 4,70 
y os .z K JO. 50 |5,90) 59 549 50 6,53 49 452 
10 0,03 , J, KJO; 59 5.53 47 495 49 5,80 49 4.36 
11 s 0,003, J, KIO, 50 490 49 542 50 6,79 50 4,69 


12 Gr.+30 mgJalsKJO, 50 4,61 48 497 48 4897 50 3,06 
13; , +3 /— KJO, | 50 | 5,50) 49 5,22 49 |5644 50 4,37 
14) , + 0,3 J, KJO, |) 49 | 5,06) 49 561 55 (7,00 50 | 4,90 
ib) . 0,03 , J KJO, | 50 | 5,83) 48 559) 50 (7,00 50 | 531 
is} . 0,003 , J, KIO, | 49 | 562) 49 536 50 (6,95 50 4,96 


* Durchschnittsertrag yon drei Schalen 


+ Schlechte Ubereinstimmung der Kontrollschalen. 


suchspflanzen lassen sich in ihrer Empfindlichkeit gegen Jod_ in 
den verschiedenen Bindungen und Mengen wie folgt gruppieren: 
1. Hafer, 2. Weizen, 3. Roggen, 4. Gerste. Hafer ist dabei die emp- 
findlichste, Gerste die am wenigsten empfindliche Pflanze. Die gleichen 
Feststellungen ergibt die Prifung der Wirkung des Jods auf den Ertrag. 
Ausgenommen die hohen Gaben (30 bzw. 3 mg J), welche bei simtlichen 
Versuchspflanzen, besonders bei Hafer und Winterweizen, erhebliche 
Ertragsdepressionen verursachten, fallt bei diesem Boden auf, daB die 
geringeren Jodgaben (0,3 bis 0,003 mg Jod) keinerlei Verminderungen 
des Erntegewichtes hervorriefen. Hinsichtlich der Bindungsart. ist 
festzuhalten, daB KJ die meisten Ertragsverminderungen ergab, 
K JO, in der Mitte steht, wahrend Jod als K JO, am wenigsten schadlich 
wirkte. Dabei ist aber der Unterschied zwischen der Jodat- und Per- 
jodatwirkung verhaltnismaBig gering. 


IV. Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Es wurden Untersuchungen iiber den EinfluB steigender Jodgaben 
in Form von Kaliumjodid, Kaliumjodat und Kaliumperjodat aui die 
Keimung und die erste Jugendentwicklung von Weizen, Roggen, 
Gerste, Hafer auf zwei verschiedenen Bodenarten angestellt. Hierbei 


konnte beobachtet werden: 
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1. Zu hohe Jodgaben itibten auf die Keimung der Pflanzen einen 
ungiinstigen EinfluB aus. Jodidion wirkte in dieser Hinsicht am 
schlechtesten, darauf folgte das Jodation, wahrend Perjodation im 
allgemeinen die geringsten Schadigungen ergab. Am empfindlichsten 
von den in den Versuch einbezogencn Pflanzen war der Hafer, darauf 
folgte der Weizen, der Roggen und als am wenigsten empfindlich die 
Gerste. 

2. Das weitere Wachstum der Versuchspflanzen zeigte ahnliche 
Verhaltnisse wie die bei der Keimung geschilderten. Hinsichtlich der 
schadlichen Wirkung zu hoher Jodmengen war die Reihe zu beobachten: 

J’ > JO!, > JO,, beziiglich der Empfindlichkeit der Pflanzen: 
Hafer > Weizen — Roggen > Gerste. 

3. Das Erntegewicht wurde durch die héchsten Jodgaben durchweg 
vermindert, weitaus am starksten durch Jodidion, am geringsten durch 
Perjodation, wihrend Jodation in der Mitte stand. Bei den geringeren 
Jodgaben waren die Ernteertraige meist gleich der Grunddiingung, 
manchmal sogar etwas dariiber. 

4. Was den EinfluB der Bodenart auf die Keimung, das Jugend- 
wachstum und die Ernteertrage anbelangt, so war die geringste Keimungs- 
schadigung durch die Jodgaben auf dem sandigen Tonboden zu _ ver- 
zeichnen. Abhnlich lagen die Verhaltnisse beziiglich des Jugendwachs- 
tums und Ernteertrages. Diese Erscheinung diirfte mit der Reaktion 
und dem Tonkolloidgehalt der Boden insofern zusammenhangen, als 
eben stark basisch reagierende, kalkhaltige Boden das zugesetzte 
Kaliumjodid, -jodat und -perjodat durch ihren Calciumgehalt in die 
entsprechenden schwerléslichen Calciumsalze verwandeln und dadurch 
sozusagen puffernd auf zu hohe Jodgaben einwirken, wodurch deren 
nachteiliger Einflu8 gehemmt bzw. unter Umstanden ganz aufgehoben 
wird. Dabei sei ausdriicklich darauf hingewiesen, das die beiden in 
diesem Versuch verwendeten Bodenarten ein relativ hohes Absorptions- 
vermogen fiir Jodverbindungen aufwiesen. [hr Jodabspaltungsvermégen 
war aber, was bei ihrer neutralen bis stark alkalischen Reaktion nicht 
zu verwundern ist, gleich Null. 

5. Durch die Joddiingung wurde die Reaktion des Niedermoor- 
bodens nicht merklich verandert. 

6. Die bei unseren Versuchen gefundene abnehmende Reihe der 
Empfindlichkeit der vier Hauptgetreidearten gegeniiber Jodsalzen ist 
genau die gleiche, die F. Merkenschlager und M. Klinkowski in 
Wasserkulturen gegeniiber verschieden hohen Salzkonzentrationen beob- 
achteten. Dieses unterschiedliche Verhalten der einzelnen Pflanzen 
wird durch physiologische und genetische Faktoren zu_ erklaren 


versucht. 
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Abb. 5. Winterweizen auf Niedermoorboden 
Graphische Darstellung der Ernteertrige des Versuchs zu Winterweizen 
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Abb. 6. Winterroggen auf Niedermoorboden. 
Graphische Darstellung der Ernteertrige des Versuchs zu Winterroggen. 
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Graphische Darstellung der Ernteertriige des Versuchs zu Wintergerste. 
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Abb. 8. Hafer auf Niedermoorboden. 
Graphische Darstellung der Ernteertrige des Versuchs zu Hafet 
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Abb. 13. Winterweizen auf sandigem Ton. 


Graphische Darstellung der Ernteertriige des Versuchs zu Winterweizen. 
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Abb. 14. Winterroggen auf sandigem Ton. 


Graphische Darstellung der Ernteertrige des Versuchs zu Winterroggen. 
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Abb. 15. Wintergerste auf sandigem Ton. 
Graphische Darstellung der Ernteertrige des Versuchs zu Wintergerste 
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Abb. 16. Hafer auf sandigem Ton. 
Graphische Darstellung der Ernteertrige des Versuchs zu Hafer. 











Uber Wachstumsregulatoren bei Bakterien. 


Von 
P. Boysen Jensen. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat 
Kopenhagen. ) 


Mit 1 Abbildung im Text. 
(Eingegangen am 22. April 1931.) 


1. Einleitung. 


1925 konnte Elisabeth Seubert! zeigen, daB Agdrwiirfelchen, die 
Speichel enthielten, wenn sie einseitig auf dekapitierte Avenacole- 
optile aufgesetzt wurden, eine negative Kriimmung im Basalteile det 
Coleoptile hervorriefen. Dieses Ergebnis kann nur in der Weise 
erklart werden, daB der Speichel Stoffe enthalt, die an der Seite der 
Coleoptile, wo das Agarwiirfelchen angebracht ist, herabwandern und 
die Wachstumsgeschwindigkeit der Coleoptile einseitig beschleunigen. 
Es war dadurch zum ersten Male gelungen, Stoffe, die das Wachstum 
der Coleoptile beschleunigen, auBerhalb von Pflanzen nachzuweisen. 

Jiingst konnte dann Niels Nielsen? zeigen, daB auch gewisse 
Pilze, Rhizopus suinus und Absidia ramosa, Stoffe bilden, die 
das Wachstum der Avenacoleoptile beschleunigen, wihrend sie das 
Wachstum der Lupinuswurzeln verlangsamen. Fs gelang ihm, diesen 
Stoff in betrachtlichem MaBe zu reinigen, in kristallisierter Form 
konnte er jedoch nicht dargestellt werden; die physiologische Wirkung 
war im Verhaltnis zum Gewicht des Stoffes sehr grob. Weil somit 
derselbe Stoff die Wachstumsgeschwindigkeit der Pflanzenorgane in 
ganz verschiedener Weise beeinflussen kann, scheint es mir am besten, 
fiir solche Stoffe den Ausdruck Wachstumsregulatoren (Padl) zu be- 
nutzen. 


1 Zeitschr. f. Bot. 17, 49, 1925. 
2 Jahrb. f. wiss. Bot. 73, 125, 1930. 
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Die Ergebnisse von Niels Nielsen lenken aufs neue die Aufmerk- 
samkeit auf die Untersuchungen von E£. Seubert. Es bleibt namlic) 
das Problem zuriick, ob die von ihr beobachtete Wirkung dem Speiche! 
selbst zukommt, oder ob vielleicht die von ihr gefundenen wachstum:. 
beschleunigenden Stoffe von den Mikroorganismen der Mundhdéhle 
gebildet werden. Die erste Frage, ob der Speichel selbst Wachstums. 
regulatoren enthilt, ist nicht leicht zu entscheiden, weil steriler Speiche! 
jedenfalls beim Menschen sehr schwierig zu erhalten ist, dagegen ist 
es leicht, zu untersuchen, ob die Mikroorganismen der Mundhdéhle 
solche Stoffe produzieren kénnen. Diese Frage habe ich versucht zu 
beantworten; es wurde aber bald notwendig, auch andere Mikroorganis- 
men in den Kreis der Untersuchungen hineinzuziehen. 


2. Methodik. 


Die fiir die Versuche verwendete Methode war die gewéhnliche, die 
urspriinglich von Stark? und spéter von vielen anderen Forschern benutzt 
wurde*. Die Organismen wurden auf Fleisch-pepton-agar (10 g Witte-Pepton 
+ 5g Fleischextrakt + 15g Agar + 1 Liter Wasser) in Reagenzglasern 
oder besser in kleinen Petrischalen kultiviert; nachdem sie dort kiirzere 
oder langere Zeit gewachsen waren, wurden aus dem Agar Wiirfelchen 
(GréBe 1,5 x 2 x 2,5 mm) herausgeschnitten, die einseitig auf dekapitierten 
Avenacoleoptilen angebracht wurden. Die Pflanzen wurden dann fiir 
etwa 4 Stunden in den Dunkelraum bei 18° gebracht. Falls Wachstums- 
regulatoren im Agar vorhanden sind, tritt dann durch die einseitige Wachs- 
tumsbeschleunigung oder -hemmung eine Kriimmung im Basalteil der 
Avenacoleoptile ein. Die Gré8e der Kriimmung wird bestimmt nach der 
von MiB Purdy angegebenen Methode*. (Es wird der Kriimmungsradius 
gemessen und daraus die Differenz [d] zwischen der Lange der konvexen 
und konkaven Seite berechnet nach der Gleichung d = ¢tl/r, wenn ¢ der 
Durchmesser der Coleoptile, / die Lange des gekriimmten Teiles der Coleoptile 
und r der Kriimmungsradius ist.) Wenn d positiv ist, hat eine Wachstums- 
beschleunigung stattgefunden, ist d dagegen negativ, so ist das Wachstum 
gehemmt worden. Die GréB8e von d variiert zwischen 0 (wenn keine 
Kriimmung vorhanden ist) bis 1,5 bis 2,0 mm, 

Das fiir die Kulturversuche benutzte Substrat mu8 natiirlich frei 
von Wachstumsregulatoren sein, was nicht immer ganz leicht zu erreichen 
ist. Der Agar wurde 24 Stunden mit destilliertem Wasser ausgewaschen 
und enthaélt dann, wie Kontrollversuche zeigten, nicht die geringste Spur 
von Wachstumsregulatoren. Das Wiéitte-Pepton aber enthalt bisweilen 
solche Stoffe in betraéchtlicher Menge, ich werde spater auf diese 
Frage zuriickkommen. Wir besaBen im Laboratorium ein viele Jahre 
altes Praéparat, das brauchbar war, und dieses wurde fiir alle unten 
angefiihrten Versuche verwendet. Mit dem aus diesem Praéparat her- 


1 Jahrb. f. wiss. Bot. 60, 67, 192). 
2 Eine genaue Beschreibung der Methode findet sich bei Niels Nielsen 
(1. ¢.). 
3 Kgl. danske Vid. Selsk. biolog. Medd. III. Kopenhagen 1921. 





a 


~~ 7 








rk- 
lich 
‘hel 
mis - 
hile 
ms- 
hel 
ist 
hile 
Zu 
his- 


die 
itzt 
ton 
ern 
ere 
1en 
ten 
fiir 
ns- 
hs- 
der 
der 
ius 


der 
tile 
ns- 
um 
ine 


rei 
en 
en 
yur 
len 
ese 
ire 
ren 


sen 





Wachstumsregulatoren bei Bakterien. 207 


vestellten Substrat wurden im ganzen neun Kontrollversuche (mit je sechs 
Pflanzen) angestellt. Der durchschnittliche d-Wert betrug nur + 0,02 mm, 
was im Vergleich mit den in Tabelle I angefiihrten Werten ganz ver- 
schwindend ist. 

Soll eine Flissigkeit auf Wachstumsregulatoren untersucht werden, 
wird diese mit 3° Agar vermischt, aus der erstarrten Mischung werden 
Agarwiirfelchen herausgeschnitten und wie oben behandelt. 


3. Produktion von Wachstumsregulatoren bei Mikroorganismen. 


Es wurden im ganzen 20 verschiedene Bakterien! und ein Pilz 
auf die Produktion von Wachstumsregulatoren untersucht. Die 
Ergebnisse der angestellten Untersuchungen sind in Tabelle I 
zusammengestellt. Jeder d-Wert ist als Durchschnitt von etwa sechs 
Einzelbestimmungen berechnet. Die fiir die einzelnen Organismen 
gefundenen d-Werte schwanken oft ziemlich stark, teils weil das Alter 
der Kultur vor dem Versuch verschieden ist, und teils weil es unméglich 
ist, ganz gleichmaBige Kulturen herzustellen. Bei den meisten Bakterien 
sind die Schwankungen doch nicht allzugroB, so daB es gestattet ist, 
einen Durchschnitt der d-Werte zu berechnen, dieser ist ein Ausdruck 
fir die Produktion von Wachstumsregulatoren bei dem betreffenden 
Organismus. 

Die ersten vier Organismen in Tabelle I sind aus) Speichel isoliert. 
Drei von diesen Organismen produzieren beschleunigende Wachstums- 
regulatoren und zwar in betrachtlicher Menge. Es ist somit  be- 
wiesen, daB ein Teil der Wachstumsregulatoren im Speichel von Mikro- 
organismen der Mundhéhle herriihren, obwohl es nicht ausgeschlossen 
ist, daB der Speichel selbst auch solche Stoffe enthalt. Ein Blick auf die 
Tabelle zeigt ferner, daB die Fahigkeit, Wachstumsregulatoren zu bilden, 
bei den Bakterien ziemlich allgemein verbreitet ist. Von 20 Bakterien 
haben 16 Wachstumsregulatoren gebildet. In besonders groBer Menge 
werden sie von Bact. xylinum, Mycobacterium lacticola, Bac. mycoides, 
Bac. subtilis und Bact. radiobacter gebildet. Ob diese Wachstums- 
regulatoren mit dem von Niels Nielsen untersuchten Rhizopin identisch 
sind, mu8 dahingestellt bleiben. 


4. Darstellung von Wachstumsregulatoren, 


Die Fahigkeit der oben genannten Bakterien, Wachstumsregulatoren 
zu bilden, kénnte man nun benutzen, um die betreffenden Stoffe in 
gréBerer Menge darzustellen. Am einfachsten ware es, wenn man die Bak- 
terien auf fliissigem Substrat kultivieren kénnte. Es ware dann méglich, 


1 Die fiir die Versuche benutzten Bakterien verdanke ich den Herren 
Lektor Hj. Jensen und Dr. Erik Petersen. Der letztere hat die Bakterien 13, 
14 und 20 bakteriologisch untersucht. Ich spreche den beiden Herren fiir 
die wertvolle Unterstiitzung meinen besten Dank aus. 
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abgestorben. Bact. Nr. 13 war schwach verunreinigt. 


P. Boysen Jensen: 


Tabelle I. 

Die bei den Bakterien 13, 14 und 20 angegebenen Zahlen sind die 
,, Index Number“ nach ,,the Descriptive Chart of the Society of American 
Bacteriologists‘‘. Bact. No. 1 war vor der bakteriologischen Untersuchung 





1. Bact. Nr. 1 | 


2. Bact. Nr. 13 
(3000—52 125 
—(202) | 


3. Bact. Nr. 14 
(5020—52 115 
—0202) 


4. Phoma sp. 


5. Bact. 
xylinum 
6. Myco- 
bacterium lac: 4 
ticola( Nat. coll) 


7. Bae. 
mycoides | 


8. Bac. subtilis | 
9. Bact. radio- { 

bacter (Kral) | 
10. Myco- 


bacterium al- 
bum (Nat. Coll. | 


11. Bact. denitri- 
ficaus (St. Kor-| 
nauth ssanhtaed 
1656) 





dem Vers. in Tagen 


Alter d. Kultur vor 


ho = Or po 


wwe ee 
= CO 


12 
28 
99 


16 
29 
30 


Durchsechnitt 


0,59 


1,07 


1,03 


1.00 


0,93 


0,92 





12. Bac. subtilis | 
(St. Barthel) | 


13. Proteus f 
vulgaris | 


14. Bae. vul- 
gatus 


15. Bact. coelicol. 
(vgl. Lehmann- 
Neumann 1927, 
S. 710) 


16. Proteus vul- 
garis (Nat. 
Coll. 401) | 


17. Bact. coli 
(Kral) 


18. Bac. mycoid. { 
Fligge (Kral) | 


19. Bact. faecalis 
alcaligenes 
(Nat. Coll.) \ 


20. Bact. Nr. 20 
(50 Uo-52115 
—O0000) | 


21. Mycobac- | 
terium rubram | 





12 
24 
25 


DO Oo bo 
OO 


— 
om 


28 
28 
31 


12 
17 
18 
21 
29 
30 


1,07 
0,91 
0,58 


0,80 


0,53 
0,25 


— 0,07 


0,04 
~ 0.038 


0,11 
- 0,31 
— 0,36 
- 0,22 
- 0,19 
- 0,53 


Durchschnitt 


| O85 
} 0.68 
: 0,63 
| 0.55 
| 0,54 
l og 
42 
| 
0,39 
Loos 
-0.19 
} 
{ 0.31 
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die Wachstumsregulatoren aus der Kulturfliissigkeit darzustelien. Je- 
doch zeigte es sich bald, daB eine ausgiebige Bildung der Stoffe 
nur stattfindet, wenn die Bakterien auf festem Substrat kultiviert 
werden !. 

Die Methode, die zuletzt gewahlt wurde, ist ungefaihr dieselhe, die 
bei der Bildung von Essigsiure mit Hilfe von Essigbakterien gebraucht 
wird. 


Ein Perkolator, GréBe 2 Liter, wurde mit gefalteten Streifen von 
Filtrierpapier, das mit Fleisch-pepton-agar (der Agargehalt war 3 °.,) getriinkt 
war, beschickt (vgl. Abb. 1). Auf dieses Filtrierpapier wurde eine Rein- 
kultur von B. mycoides in fliissiger Fleischpepton- 
néhrlésung ausgesiit. Nachdem die Bakterien zwei 
Tage auf dem Filtrierpapier gewachsen waren, wurde 
mit der Durchstrémung von Fliissigkeit begonnen. 
Als soleche wurde die gewéhnliche Fleischpepton-néhr- 
lésung benutzt. 

Es galt nun, die Fliissigkeit so gleichmaBig wie 
moglich iiber das Filtrierpapier zu verteilen. Dies 
geschah in folgender Weise. Oben auf das_ Filtrier- 
papier wurde eine kleine Schale gestellt, in diese 
tauchten zwei Glasréhren, die in dem Stopfen des 
mit Nahrlésung beschickten Glaskolbens angebracht 
waren; wenn durch die eine Réhre Luft in den Glaskolben 
hineingesogen wurde, strémte gleichzeitig durch die! 
andere Fliissigkeit in die Schale hinab. Durch diese 
Vorrichtung war es méglich, die Nahrlésung in 
der Schale in annéhernd konstanter Héhe zu halten. 
Von der Schale aus wurde die Fliissigkeit tiber das 
Filtrierpapier im Perkolator durch  Filtrierpapier- 
streifen, die iiber den Rand der Schale in die Néhr- 
lésung hineintauchten und daher als Heber wirkten, 
verteilt. 





Durch diese Vorrichtung war es mdglich, einen — Abb. 1. 
annahernd konstanten Fliissigkeitsstrom durch den 
Perkolator zu unterhalten. Die Geschwindigkeit des Fliissigkeits- 
stromes konnte durch Verwendung von schmaleren oder breiteren 
Filtrierpapierstreifen reguliert werden. 

Die durchgesaugte Fliissigkeit (in Mengen von 300 bis 500 ccm) 
wurde jeden Tag aufgehoben, der Gehalt an Wachstumsregulatoren 
wurde in der oben erwahnten Weise untersucht, und‘ nachher wurde 
die Fliissigkeit auf dem Wasserbad eingedampft. Die trockene Masse 
kann im Exsikkator aufbewahrt und fiir Reinigungszwecke benutzt 
werden. 


? Auch das Rhizopin wird nur auf festem Substrat gebildet ; vgl. Niels 
Nielsen, 1. ec. 8S. 132. 
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5. Zusammenfassung. 
1. Von vier Mikroorganismen, die aus Speichel isoliert wurden, 
waren drei imstande, einen Stoff zu bilden, der die Wachstums- 
geschwindigkeit der Avenacoleoptile beschleunigte. 


2. Die Fahigkeit, wachstumsférdernde Stoffe zu bilden, kommt 
bei den Bakterien ziemlich allgemein verbreitet vor. 

3. Es ist méglich, diese Stoffe in gréBerer Menge nach einer 
aihnlichen Methode darzustellen wie der, die bei der Darstellung von 
Essigsiiure mit Essigbakterien verwendet wird. ig 

















Uber die Einwirkung 
der Monojodessigsiure auf Atmung und Girung. 


Von 
P. Boysen Jensen. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat 
Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 22. April 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1, Einleitung. 
Im Jahre 1923 verdéffentlichte ich eine Albhandlung iiber den 
genetischen Zusammenhang zwischen der normalen und intramolekularen 
Atmung der Pflanzen!; es wurde in dieser Abhandlung die Ansicht 
vertreten, daB die beiden Vorginge nicht immer notwendig verkettet 
sind. Diese Anschauung stiitzte sich teils auf Bestimmungen des 
Quotienten J/N, der bei verschiedenen Pflanzen, z. B. Schimmel- 
pilzen, so niedrig ist, daB die bei der intramolekularen Atmung ge- 
bildeten Produkte fiir die normale Atmung nicht ausreichen, ferner 
auf die Tatsache, da man verschiedene Mikroorganismen auf Ver- 
bindungen kultivieren kann, z. B. Glycerin und Alkohol, die nicht 
anoxybiotisch zersetzt werden kénnen, und endlich darauf, daB es Mikro- 
organismen gibt, z.B. Bacterium xylinum, die die Oxydation von 
Zucker schrittweise ausfiihren kénnen. Aus diesen Tatsachen zog ich 
den SchluB, daB verschiedene Organismen den Zucker direkt ohne 
vorhergehende anoxybiotische Spaltung oxydieren kénnen. 
Eine ganz andere Auffassung vertritt Oppenheimer in seinem Werke: 
Die Fermente und ihre Wirkungen. Er schreibt (2, 1335, 1925): ,,Die 
Tatsache, daB die Zucker in reinem Zustande von den darstellbaren 
Oxydasen absolut nicht angegriffen und oxydiert werden, laBt sich 








1 Kgl. Danske Vidensk. Selskab. Biol. Medd. IV, 1. Kopenhagen 1923. 
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jetzt mit Sicherheit darauf zuriickfiihren, dab im Zellabbau die Zucker, 
bevor sie oxydativ angegriffen werden kénnen, erst in derselben Weise 
verandert werden miissen, die man bisher der Wirkung der Garungs- 
fermente oder Zymasen zuschrieb.*‘ 

Seitdem sind zwei Abhandlungen erschienen, die neues Licht auf 
das hier behandelte Problem werfen. 

Erstens hat D. Miiller! aus Aspergillus niger eine Oxydase dar- 
stellen kénnen, die Glykose zu Glykonsiure zu oxydieren vermag. 
Dieses Enzym ist ein Atmungsenzym; der lebende Pilz oxydiert namlich 
Zucker zu Glykonsdure in derselben Weise wie das aus dem Pilz dar- 
gestellte Enzym. Es war damit bewiesen, dab glykoseoxydierende 
Enzyme in lebenden Organismen zu finden sind. 

Zweitens hat FE. Lundsgaard? nachweisen kénnen, daB es méglich 
ist, durch Behandlung von Hefe mit Monojodessigsiure (MJE) die 
anoxybiotische Zuckerzersetzung sehr stark herabzudriicken, ohne daB 
dadurch die oxybiotische Zuckerzersetzung stark verdndert wird. 
Der Wert des Quotienten J/N, der bei normaler Hefe 1,57 bis 1,79 
betrug, konnte durch Zusatz von Monojodessigsdure bis 0,027 bzw. 
0,011 herabgedriickt werden. 

Durch eine Untersuchung von Nilsson, Zeile und v. Euler® wurden 
die Ergebnisse von Lundsgaard im groBen und ganzen bestatigt. Doch 
finden die genannten Forscher die Ansicht von Lundsgaard, daB die 
Frage nach dem genetischen Zusammenhang ihre Entscheidung ge- 
funden hat, nicht geniigend begriindet. Sie denken sich, daB vielleicht 
nur die letzteren Vorginge in der Garungsspaltung durch MJE gehemmt 
werden, so daf} die einleitenden Reaktionen immer noch verlaufen und 
die Oxydationsvorginge erméglichen. Diese Méglichkeit ist, wie 
aus Lundsgaards Abhandlung hervorgeht, auch von ihm erwogen 
worden. Es geht aus seinen Untersuchungen hervor, daB bei Versuchen 
mit Mazerationssaft die Phosphatbindung‘ und bei anaerober Garung 
der Zuckerverbrauch gleichzeitig mit der Kohlenséureentwicklung 
aufhért, was entschieden fiir die Richtigkeit seiner Auffassung spricht. 
Rei den aeroben Versuchen findet sich allerdings eine Differenz zwischen 
Zuckerverbrauch und oxydierter Zuckermenge, eine entsprechende 
Differenz wurde ja auch fiir nicht vergiftete Hefe gefunden. Sollten 
wirklich die einleitenden Reaktionen der Garungsspaltung durch MJE 
nicht gestért werden, so hatte man in diesem Stoff ein ausgezeichnetes 


1 Diese Zeitschr. 199, 136, 1928; 205, 111, 1929. 
2 Ebendaselbst 220, 1, 8, 1930. 
3 R. Nilsson, K. Zeile u. K.v. Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 194, 


53, 1931. 
4 Vgl. auch Yamasaki, diese Zeitschr. 228, 124, 1930. 
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Mittel, um Zwischenprodukte der Alkoholgarung anzuhaufen. Die 
Versuche, die ich tiber Ansammlung von Methylglyoxal oder ‘Triosen 
in girenden Gemischen bei Zusatz von MJE angestellt habe, sind 
bisher ohne Erfolg geblieben. 

Im folgenden soll iiber weitere Versuche betreffend den EinfluB 
der Monojodessigxaure auf einige Atmungs- und Garungserscheinungen 
berichtet werden. 


2. Versuche mit lebender Hefe. 
a) Die Wirkung von MJE auf den Wert des Quotienten J/N bei Prephefe. 


Die von Lundsgaard gefundene Herabdriickung des Wertes des 
Quotienten J/N durch Behandlung von PreBhefe mit MJE kann 
nicht dadurch erklart werden, daB diese Verbindung etwa bei Gegen- 
wart von Sauerstoff oxydiert und in dieser Weise unschadlich gemacht 
wird. Dies geht aus dem folgenden Versuch hervor. 


Eine Mischung von 5g PreBhefe + 5g Glykose + 25cem Wasser 
wurde hingestellt, bis eine lebhafte CO,-Entwicklung einsetzte. Es wurden 
dann hinzugefiigt 20 ccm Citratpuffer (px 5,0) + 5ecem Wasser + | ccm 
1°,ige Lésung von MJE (neutralisiert). Die Konzentration dieser Ver- 
bindung war 1 : 5000, ungefaéhr m/1000. Dann wurden 4 ccm der Mischung 
auf Filtrierpapier angebracht und die CO,-Abgabe ermittelt, erst im Luft- 
strom und nachher im Wasverstoffstrom. In einem gntsprechenden Versuch 
wurde die CO, Abgabe erst im Wasserstoffstrom inal nachher im Luftstrom 
untersucht. Temperatur 25°. Das Ergebnis findet sich in Tabelle I und 
in Abb. 1. 


y~ Es geht aus dem Versuch hervor, daB bei einer MJ E-Konzentration 
von 1 : 5000 die CO,- Abgabe in den ersten 100 Minuten in atmospharischer 


Tabelle I. 





Versuch 1 Versuch 2 


Pu nach dem Versuch 5,08 


Pu nach dem Versuch 5,16 





cem CO, pro lg ecm CO, prolg 
Zeit Trockensubstanz Zeit Trockensubstanz 
pro Std. pro Std. 














Luftstrom Wasserstoffstrom 







0 bis 20 Min. — 0 bis 20 Min. — 
no”, @ , 29 ns. @; 10.5 
-. &@'. 27 eo. @. 6,1 
a. 2 « 25 60 , 80 , 3.4 
80 , 100 , 26 oo. we . 3,0 








Wasserstoffstrom Luftstrom 












100 bis 120 Min. 8.6 100 bis 120 Min. 6,2 
i. a, 1,8 120 , 140 , 8,0 
fo, 100 , 1,0 ie, BO. 10,0 
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Luft ungefahr konstant ist. In Wasserstoff (Versuch 2) sinkt sie schnell 
und erreicht in derselben Zeit einen Wert von nur 11,6°%, des ersteren. 
DaB die MJE bei Gegenwart von Sauerstoff nicht zerstért wird, 
geht daraus hervor, daB die CO,-Abgabe, wenn die atmospharische 
Luft durch Wasserstoff ersetzt wird, sofort sinkt, bis sie einen Wert 
von ungefahr 4° von dem urspriinglichen erreicht hat. Wird dagegen 
in dem anderen Versuch Wasserstoff durch atmospharische Luft ersetzt, 
steigt die CO,-Abgabe wieder, ohne doch den urspriinglichen Wert zu 


0 
atm Luf? 





Stunde 


oChensibstonz pre 
NS 


ov 1g 





com (0, 
C0 6 f 


Minter 


Abb. 1. 


erreichen. Die Ursache ist wahrscheinlich, daB das Oxydationssystem 
in Wasserstoff starker geschadigt wird als in atmospharischer Luft. 
Ein ganz ahnliches Verhalten findet man auch bei der Atmung von 
Aspergillus und Penizillium. 


b) Die Wirkung von MJE auf die Vergdrung von Dioxyaceton. 

Die Versuche wurden mit Saccharomyces Ludwigii angestellt, 
die CO,-Entwicklung wurde volumetrisch mittels Anops Azotometer 
gemessen, nachdem die garende Fliissigkeit vorher mit CO, gesittigt 
war; Temperatur 25°. Die Garungsversuche wurden ohne Zusatz von 
Coenzym ausgefiihrt, weil bei Gegenwart von diesem Stoff die Resistenz 
der Hefe gegen MJE sehr stark erhéht wird. 

Die Einwirkung von MJE auf die Vergérung von Glykose durch 
PreBhefe und die Vergirung von Glykose und Dioxyaceton durch 
S. Ludwigii ist in Tabelle II dargestellt. Die Zahlen bedeuten Kubik- 
zentimeter CO, pro 1 g Hefe-trockensubstanz pro Stunde. 


Es geht aus den Versuchen hervor, dab auch die Glykosegarung 
durch S. Ludwigii durch MJE bei einer Konzentration von 1 : 5000 
gehemmt wird. Jedoch tritt die Hemmung weit langsamer ein als bei 
der Vergarung mit PreBhefe. Wahrend im letzteren Falle die Garung 
nach einer Stunde fast vollstandig gehemmt ist, dauert es im letzteren 
Falle mindestens 5 Stunden. Die Dioxyacetongarung durch 8. Ludwigii 
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Tabelle II. 





2¢ 8S. Ludwigii 

+ 1g Dioxyaceton 
+ Citratpuffer, 

im ganzen 20 cem 


2¢ S. Ludwigii 
+ 1g Glykose 
+ Citratpuffer, 
im ganzen 20 cem 


1g Prefhefe | 17,5g Prebhefe 

+1 g Glykose (+ 17,5gGlykose 

+ Citratpuffer, | + Citratpuffer, 
im ganzen im ganzen 


Minuten i ma 
10 com 175 eem a ¢ 
ohne MJE MJE 1: 5000 ohne MJE . -- ohne MJE vie 
Pu = 4,91 Pu = 4,85 Pu = 4,68 oa 491 PH 4,48 ote 4.65 
0— 30 172 15,2 73 75 51 41 
30— 60 178 4,5 124 124 49 25 
60—120 0,7 120 76 48 , BB 
120—180 146 35 48 6,3 
180—240 140 Bs) 56 1,3 
240-—300 3,2 


wird fast in derselben Weise gehemmt wie die Glykosegirung, also 
auch erst im Laufe von ungefahr 5 Stunden. 

Nach den Untersuchungen von Iwasaki! und von Neuberg und 
Kobel? wird Dioxyaceton zu Hexose umgebildet, bevor sie vergoren 
wird. Bei Vergérung von Dioxyaceton mit Mazerationssaft bei Zusatz 
von Phosphat fand Jwasaki, daB Hexosediphosphorséure neben etwas 
Hexosemonophosphorsaure gebildet wird; Neuberg und Kobel fanden 
mit Trockenhefe hauptsachlich Hexosemonophosphat. Es war nun 
méglich, daB bei der Vergarung von Dioxyaceton mit lébender Ludwigii- 
hefe bei Zusatz von MJE nur die Hexosegirung unterdriickt wurde, 
wihrend die Hexosebildung aus Dioxyaceton nicht gestért wurde, so 
daB eine Anhéufung von freier Hexose beobachtet werden konnte. 

Um Hexose neben Dioxyaceton nachweisen zu kénnen, benutzte 
ich die von Embden, Schmitz und Wittenberg angegebene Methode®. 
Es wird die Reduktion von Fehlingscher Lésung teils in der Kalte in 
30 Minuten untersucht, wodurch man die Menge des Dioxyacetons 
erhalt, und teils die Gesamtreduktion bei 100°. Die Differenz der beiden 
Reduktionswerte gibt die Hexosemenge. 


A] 


Es wurde nun die Vergirung des Dioxyacetons bei Zusatz von 
verschiedenen Konzentrationen von MJE untersucht; das Ergebnis 
findet sich in Tabelle III. Die Zahlen bedeuten Kubikzentimeter CO, 
pro 1 g Hefe-trockensubstanz und 1 Stunde; pa = 4,4. 


Aus den gérenden Fliissigkeiten wurden teils am Anfang, teils nach 3 und 
nach 20 Stunden Proben herausgenommen, in denen die RKeduktionswerte 
nach der Methode von Bertrand bestimmt wurden. Das Ergebnis dieser 
Untersuchungen findet sich in Tabelle IV. Die Zahlen bedeuten den Re 
duktionswert von 2 cem Filiissigkeit in Milligramm Cu. 


1 Diese Zeitschr. 208, 237, 1928. 
2 Ebendaselbst 203, 452, 1928. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 210, 1913. 
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Tabelle I1I. 





Minuten 


0—30 
30—60 
60—120 

120—180 


180—240 


2g S. Ludwigii + 0,8 g Dioxyaceton + 20 cem Wasser 


ohne MJE MJE 1: 20000 MJE 1: 5000 MJE 1: 5000 


56 51 41 43 
51 57 16 | 34 
55 48 49 64 
60 23 2.1 3,5 
64 25 2.8 


Tabelle 1V. 





2g 8S. Ludwigii + 0,8 Dioxyaceton + 20 cem Wasser 





ohne MJE MJE 1 : 5000 


MJE 1: 20000 MJE 1 : 5000 
_ , {Kalte . . 57,1 60,6 
Nach 1 Stunde \Wirme | 59.1 68:7 
are (Kalte. .|| 85,4 441 63.6 60.1 
Nach 3 Stundenjwirme | 354 51.0 64.6 66.1 
a al {Kiilte . . 4,0 19.4 62,9 60,8 
Sie || ss 23.9 67.2 67.0 


Ks geht aus der Tabelle hervor, daB zwar der Reduktionswert in 
der Warme etwas gréBer ist als in der Kalte. Jedoch ist der Unterschied 
ziemlich klein, und es laBt sich nicht behaupten, daB der Unterschied 
in den Reduktionswerten durch eine Kondensation von Dioxyaceton 


zu Hexose verursacht wird. 
Dioxyacetongérung mit lebender Ludwigiihefe durch Vergiftung mit 
MJE eine Ansammlung von Hexose hervorzurufen. 
Polarisationsbestimmungen konnte eine solche nicht 


werden. 


Es ist somit nicht gelungen, bei einer 


Auch 


nachgewiesen 


durch 


Se eee ee 


c) Die Wirkung von MJE auf die Vergdrung von Brenztraubensdure. 


Das Ergebnis dieser Untersuchungen, die mit PreBhefe angestellt 


sind, findet sich in Tabelle V. 


Die Zahlen bedeuten Kubikzentimeter 


Tabelle V. 





5g Hefe + 50 cem Wasser 5g Hefe + 46 ecm Wasser 
. + 0,6 g Glykose + 4eccm 15°/,ige Brenztraubensiure 
Minuten Meters Oe DO Te ee a ea ed 
ohne MJE | MJE 1:5000 |) ohne MJE MJE1:10000 MJE 1:5000 MJE 1: 2500 
0—30 113 21 27 26 25 18 / 
30 —60 113 2,2 24 15,6 15,6 13 
60—129 175 0,15 17 10,6 10,6 5,5 
120—180 11,6 8.0 6,5 4,0 
180—240 10,5 5,1 2,5 0,3 
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CO, pro 1g Trockensubstanz und 1 Stunde. Der pa-Wert war bei den 
Brenztraubensaéuregérungen am Anfang der Versuche etwa 1,8. 

Obwohl ein direkter Vergleich zwischen der Hemmung von Glykose 
und Brenztraubenséuregérung durch MJE wegen der Verschiedenheit 
der Wasserstoffionenkonzentration mit Schwierigkeiten verbunden ist, 
so laBt sich doch feststellen, daB auch die Brenztraubenséuregarung 
durch Zusatz von MJE gehemmt wird, die Hemmung ist doch weit 
geringer als bei Glykosegarung. Erst bei einer MJE-Konzentration 
von 1: 2500 wird die Brenztraubenséuregérung durch PreBbhefe im 
Laufe von 4 Stunden gehemmt. Auch von Yamasaki ist eine Hemmung 
der Brenztraubenséuregérung durch MJE festgestellt worden!. 


3. Versuche iiber die Wirkung von MJE auf Enzyme. 


Lundsgaard* hat gefunden, daB die Zymasegérung und Phosphat- 
bindung durch MJE-Konzentrationen von 1: 5000 stark gehemmt 
wird, wahrend Invertase, Ptyalin und Katalase durch Konzentrationen 
von 1: 300 nicht beeinfluBt wurden. 

D. Miller? hat gezeigt, daB die Glykoseoxydase durch eine MJE- 
Konzentration von 1 : 2500 nicht gehemmt wird. 

Die Einwirkung von MJE auf die Methylenblaureduktion der 
Hefe ist von Nilsson, Zeile und v. Euler (1. c.) untersucht worden. Sie 
schreiben: ,,Die Methylenblaureduktion wird von Monojodessigsaure 
in ahnlicher Weise beeinfluBt wie die Atmung. So wird z. B. bei einer 
Giftkonzentration, wo die Garung eben gehemmt ist, aber die Atmung 
noch ablaufen kann, auch bei der Methylenblaureduktion kein nennens- 
werter EinfluB der MJE konstatiert.‘‘ Dasselbe Ergebnis habe auch ich 
gefunden. Selbst bei einer MJE-Konzentration von 1: 1250 konnte 
eine Hemmung kaum beobachtet werden. 

Ferner habe ich die Einwirkung von MJE auf das Schardinger- 
enzym untersucht. Bei einer MJE-Konzentration von 1: 1250 war 
noch keine Hemmung vorhanden. 


4. Die Einwirkung von MJE auf den Quotienten.J/N bei Samen von Pisum. 


Es war nun von Interesse, zu untersuchen, ob auch bei héheren 
Pflanzen der Wert des QuotientenJ /N in ahnlicher Weise herabgedriickt 
werden konnte wie bei der Hefe. Als Untersuchungsobjekt wahlte ich 
keimende Erbsensamen, bei denen der Wert des genannten Quotienten 
ziemlich hoch liegt. 


‘ 


1 Diese Zeitschr. 228, 1234 1930. 
2 Ebendaselbst 220, 1, 1930. 
3 Ebendaselbst 232, 423, 1931. 
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a) Kontrollversuch. Viktoriaerbsen, die 24 Stunden in Wasser ein- 
geweicht wurden, produzierten in atmospharischer Luft 23,7 mg CO, 
pro 100 g und Stunde, in Wasserstoff 25,4 mg CO,. Temperatur 25°. Der 
Quotient war 1,07. 

b) Eine Portion derselben Erbsensorte wurde 24 Stunden in folgender 
Lésung eingeweicht: 80ccm Wasser + 20cem Citratpuffer (pH = 5) 
+ 2cem 1% iger neutralisierter MJE-Lésung, die Konzentration von 
MJE war 1: 5000. Diese Erbsen produzierten in atmospharischer Luft 
13,3 mg CO, pro 100g und Stunde, in Wasserstoff 9,1 mg CO,. Der 
Quotient J/N war 0,69. 

c) Eine andere Portion wurde 24 Stunden in folgender Lésung ein- 
geweicht: 80ccm Wasser + 20ccm Citratpuffer (pH = 3,85) + MJE- 
Lésung; die Konzentration an MJE betrug 1: 1000. Die Erbsen produ- 
zierten 8,0 mg CO, pro 100g und Stunde in atmospharischer Luft, in 
Wasserstoff 3,3 mg CO,, der Quotient J/N war 0,43. 

Es kann somit auch bei Erbsen die anoxybiotische Zuckerzersetzung 
durch MJE starker herabgedriickt werden als die oxybiotische. Jedoch 
ist die Wirkung bei weitem nicht so ausgeprigt wie bei der Hefe. Man 
kénnte als Ursache vermuten, daB man nicht kompakte Pflanzen- 
organe, wie z. B. die Erbsenkotyledonen, gleichmaBbig mit MJ E-Lésung 
durchtranken kann. Die MJE wird wahrscheinlich in den Zellen ab- 
sorbiert, weshalb die auBeren Schichten eine zu hohe Konzentration 


erhalten, die inneren dagegen eine zu niedrige. 


5. Zusammenfassung. 


Die von Lundsgaard beobachtete Tatsache, daB der Oxydations- 
stoffwechsel bei PreBhefe weit mehr resistent gegen Monojodessigsdure 
ist als der Spaltungsstoffwechsel, kann nicht dadurch erklart werden, 
daB die Monojodessigsiure bei Gegenwart von Sauerstoff unschadlich 
gemacht wird. 

Die Vergirung von Glykose- und Dioxyaceton durch Saccharo- 
myces Ludwigii wird auch durch eine MJE-Konzentration von 
1: 5000 gehemmt, aber doch weit weniger als die Glykosegirung 
durch PreBhefe. Wenn die Dioxyacetonvergirung durch Zusatz von 
MJE gehemmt wird, kann auch keine Hexosebildung aus Dioxyaceton 
beobachtet werden. 

Auch bei der Brenztraubenséuregérung durch PreBhefe kann eine 
Hemmung durch MJE konstatiert werden. Diese ist jedoch weit 
schwacher als die Hemmung der Glykosevergarung. 

Die Methylenblaureduktion der Hefe und des Schardingerenzyms 
wird durch MJE ziemlich wenig beeinfluBt. 

Der Quotient J/N kann bei keimenden Erbsen durch MJE eben- 
falls etwas herabgedriickt werden, jedoch in weit geringerem Mabe 
als bei der Hefe. 
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Die milehsiurefreie (..alactacide+) Muskelkontraktion. 


(Latenzzeit, Kontraktionsverlauf, maximale Spannungsleistung 
und Aktionsstrom.) 


Von 


V. Henriques und E. Lundsgaard. 
{Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 22. April 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Durch das Arbeiten mit Muskeln, deren Milchsiurebildungs- 
vermégen mittels Vergiftung mit Jodessigsaure aufgehoben ist, gewinnt 
man ganz unmittelbar den Eindruck, daB die Kontraktionen derartiger 
Muskeln véllig normalen Charakters sind. So leisten die Muskeln gute 
Spannung; die fiir die Herbeifiihrung maximaler Kontraktion erforder- 
liche Reizstarke ist dieselbe wie bei normalen Muskeln usw. Bis jetzt 
fehlt jedoch in mehreren Beziehungen ein systematischer Vergleich 
zwischen normalen und ,,alactaciden‘’ Kontraktionen. Fiir zwei, und 
zwar zwei besonders wichtige Teilerscheinungen der Kontraktion, ist 
immerhin bereits ein systematischer Vergleich bewerkstelligt worden. 
In einer friiheren Arbeit (3) konnte der eine von uns mitteilen, daB 
die Chronaxie monojodessigsiurevergifteter Muskeln normal ist, und 
ferner, daB diese normale Chronaxie bei Curarisierung der schon jod- 
essigsiurevergifteten Muskeln in demselben Mabe wie bei alleiniger 
Curarisierung erhéht wird. Diese Feststellung ist deshalb von Interesse, 
weil hierdurch die Annahme (5), da8 die Chronaxie von der Héhe des 
Phosphagenzerfalls abhaingig sei, hinfillig wird. Von mehreren 
Seiten (1) (4) — zuerst von E. Fischer — wurde auch bereits mit- 
geteilt, daB die initiale Warme bei der alactaciden Kontraktion voéllig 
normal ist, sowie daB die Vertcilung der initialen Wirme auf die ver- 
schiedenen Phasen der Kontraktion keine Abweichung vom Normalen 
zeigt. 

Obwohl also von vornherein als wahrscheinlichst angesehen werden 
muBte, daB auBer dem geanderten chemischen, Umsatz kein Unterschied 
zwischen normalen und alactaciden Kontraktionen bestehe, haben 
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wir nichtsdestoweniger die Bewerkstelligung eines Vergleichs zwischen 
derartigen Kontraktionen in bezug auf Latenzzeit, Kontraktionszeit 
und Verlauf, maximale Spannungsleistung sowie Aktionsstréme! fiir 
notwendig erachtet. Hier sei schon vorweggenommen, dai es uns auf 
keinem dieser Gebiete méglich gewesen ist, eine Abweichung vom 
Normalen nachzuweisen. Unsere Ergebnisse beanspruchen deshalh 





B 
Abb. 1. 
Isotonische Kontraktionskurven. Indirekte Reizung. Belastung 20g. 
A: normaler Muskel. B: vergifteter Muskel. 


keine ausfihrliche Erérterung, vielmehr kénnen wir uns gréBtenteils 
mit einer Reproduktion einiger Kurven aus unserem Versuchsmaterial 
begniigen. 

Wie aus den Kurven Abb. 1 ersichtlich, lassen sich die isotonischen 
Kontraktionskurven tiberhaupt nicht voneinander unterscheiden. Die 
fiir den Versuch benutzten Muskeln riihren von zwei genau gleich 
groBen Fréschen her. Die zwei Kurven sind in bezug auf Verlauf, 
Hohe und Dauer vollig gleich. Die Kontraktionszeit betragt fiir den 
vergifteten Muskel 0,13 Sekunden, fiir den normalen 0,14 Sekunden, 


1 Die Frage iiber das Verhalten der Aktionsstré6me hat durch die 
Untersuchungen von Siegel und Unna (6) iiber die Zerlegung der Aktions- 
stromkurve des Herzens bei Monojodessigséurevergiftung ein besonderes 
Interesse gewonnen. 
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was den fiir Froschgastrocnemien bei Zimmertemperatur (17 bis 19°) 

7 : ’, ° 
gewohnlich angegebenen Zahlen genau entspricht. 

Die Latenzzeit wurde bei der in Abb. 1 wiedergegebenen Versuchs- 
anordnung zu 0,016 bis 0,018 Sekunden bestimmt, und zwar fiir normale 
und vergiftete Muskeln die gleiche. Diese ziemlich lange Latenzzeit ist einer 
gewissen Traégheit der benutzten Hebelvorrichtung zu verdanken. Wir 
haben deshalb auch die Latenzzeit in der Weise bestimmt, daB der Irritations- 





Abb. 2. 


Spannung bei maximaler Tetanus symmetrischer Gastrocnemien. 
A: vergiftet. B: normal. 


moment bei der Aufnahme der Elektromyogramme markiert und die Latenz- 
zeit vom Irritationsmoment bis zum Anfang des Aktionsstromes gerechnet 
wurde. In dieser Weise haben wir Latenzzeiten von 0,007 bis 0,008 Sekunden 
gefunden. Auch bei dieser Versuchsanordnung besteht kein Unter- 
schied zwischen den Latenzzeiten normaler und vergifteter Muskeln. 
Nur tritt bei weitgehender Ermiidung normaler Muskeln eine deutliche 
Verlangerung der Latenzzeit ein, was bei der allerdings viel schneller ein- 
tretenden Erschépfung vergifteter Muskeln nicht nachweisbar ist (vgl. 
Abb. 3c und 4c). 

In den Versuchen, in denen wir die maximale Spannungsleistung 
normaler und vergifteter Muskeln verglichen haben, haben wir die zwei 
Gastrocnemien desselben Frosches benutzt. Das eine Bein wurde einem 
in gewohnlicher Weise mit Durchschneiden von plexus lumbalis vor- 
behandelten Frosch abgeschnitten. Der Gastrocnemius wurde prapariert 
und als Normalmuskel verwendet. Nachdem das Tier durch Injektion 
von Jodessigsiure vergiftet war, wurde der zweite Gastrocnemius praépariert 
und als vergifteter Muskel verwendet. Die Versuche dieser Art haben ge- 
zeigt, daB die maximale Spannungsleistung normaler und vergifteter Muskeln 
vollig gleich ist. In dem in Abb. 2 dargestellten Versuch hat der vergiftete 
Muskel (A) zwar etwa 10°, héhere Spannung als der normale geleistet, 
was aber als ganz zufallig betrachtet werden mub. 


Die Aktionsstr6me wurden mittels eines Einthoven-Saitengalvano- 
meters (Mekanikus Hill in Lund, A/S Vetenskapliga Instrument) registriert. 
Wir haben polarisationsfreie Ableitungselektroden verwendet. Die Ver- 
bindung zwischen Elektroden und Muskel geschah durch einen mit NaCl- 
Lésung getrankten, aus Baumwollgarn geflochtenen Ring, durch welchen 
der Muskelbauch gezogen wurde. Der Abstand zwischen den beiden Ab- 
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leitungselektroden war 12 bis 14mm. Um in dieser Anordnung passend: 
Ausschlige bei mittlerer Spannung der Saite (1,5cem pro Millivolt) zu 
erreichen, hat es sich notwendig gezeigt, einen Widerstand von 70000 bis 
100000 Ohm in den Ableitungsstromkreis einzuschalten. Die Empfindlich- 
keit dieser Anordnung ist somit auBerordentlich groB und kann durch 
Variation des eingeschalteten Widerstandes beliebig geaéndert werden. 
Die Muskeln wurden indirekt gereizt und waren in Stickstoffatmosphire, 


















































































































































Abb, 3. 


Elektromyogramme nach Aufhebung der Milchsiurebildungsfihigkeit. Zeit 1; Sek. 
a: maximale Kontraktion, 
b: stark abgenommene Kontraktion, keine Starre. 
ce: Starre, keine registrierbaren Kontraktionen. 


Bei a und b 70000 Ohm im Ableitungsstromkreis. Bei ¢ Widerstand ausgeschaltet. 


in feuchter Kammer am isometrischen Hebel befestigt, aufgehéngt. Die 
Kontraktionen wurden registriert. Die Myoelektrogramme Abb. 3 und 4 
zeigen, daB kein hervortretender Unterschied zwischen vergifteten und 
normalen Muskeln besteht. Aus Abb. 3 ist ersichtlich, daB die Starke 
des Aktionsstromes mit abnehmender Kontraktionshéhe ebenfalls abnimmt. 
Dies ist zwar fiir normale Muskeln etwas weniger ausgesprochen, hier zeigt 
sich naémlich oft (Abb. 4), daB der Aktionsstrom bei schon stark ab- 
genommener Kontraktionshéhe nur ziemlich wenig abgeschwécht ist. 
Wegen des sehr raschen Abfalls der Kontraktionshéhe in den Versuchen 
mit vergifteten Muskeln ist ein genauer Vergleich auf diesem Gebiet indessen 
nicht mdglich. Am wichtigsten ist die Feststellung, da8 der ganze Verlauf 
wie auch schaétzungsweise die Starke des Aktionsstromes bei normalen 
und alactaciden Kontraktionen die gleichen sind. 


Besonderes Interesse haben wir den schwachen, noch nach dem Auf- 
héren vegistrierbarer Kontraktionen wahrnehmbaren Aktionsstrémen 
gewidmet (Abb. 3c und 5c). Es mu8 stark hervorgehoben werden, daB 
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diese Aktionsstréme sehr schwach sind. Nur bei Ausschaltung des 
70000 bis 100000 Ohm groBen Widerstands im Ableitungsstromkreis 
ist es méglich, dieselben zu registrieren. Die Dauer dieser schwachen 

































































Abb. 4. 
Normale Elektromyogramme. Zeit 1; Sek. 
a: maximale Kontraktion. 
b: stark abgenommene Kontraktion. 
ce: eben sichtbare Kontraktion. 


und b 70000 Ohm im Ableitungskreis. Bei ¢ Widerstand ausgeschaltet. 




























































































Abb. 5. 


Elektromyogramme nach Aufhebung der Milchsiurebildungsfahigkeit. 
a: maximale Kontraktion. (Widerstand 100000 Ohm.) 
b: keine registrierbaren Kontraktionen. (Widerstand ausgeschaltet.) 
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Aktionsstr6me nach dem Aufhéren der Kontraktion war in den ver- 
schiedenen Versuchen sehr wechselnd. Wir haben in vereinzelten Ver- 
suchen bis zu 300 (Irritationsfrequenz 1 pro Sekunde) derartige schwache 
Aktionsstréme registrieren kénnen, ehe sie véllig erloschen waren. Bei 
scharfer, direkter Beobachtung der Muskeln bei starkem einfallenden 
Lichte sind indessen gewéhnlich nach dem Aufhéren jeder Bewegung des 
M#ographenhebels ganz schwache partielle Kontraktionen besonders in 
den proximalen Teilen der Muskeln wahrnehmbar. Diese partiellen Kon- 
traktionen scheinen gewohnlich gleichzeitig mit den Aktionsstrémen zu 
erléschen. Wir sind in einigen Versuchen in der Weise verfahren, dab 
der eine Gastrocnemius aus einem vergifteten Tier genau bis zum Auf- 
héren der registrierbaren Kontraktionen gereizt und dann fiir chemi- 
sche Untersuchungen verarbeitet wurde. Der symmetrische Muskel wurde 
bis zur vollstandigen Erléschung der Aktionsstréme gereizt und dann 
ebenfalls chemisch verarbeitet. In beiden Muskeln wurde die Phos- 
phagen- und Pyrophosphatmenge bestimmt. Bei friiheren Unter- 
suchungen (3) — und zwar bei direkter Reizung — wurde meistens 
in bis zum Aufhéren der Kontraktionen gereizten Muskeln ein kleiner 
Phosphagenrest vorgefunden. Méglicherweise wire deshalb wahrend 
des Zeitraums, wo die Aktionsstr6me die Kontraktionen zu itherdauern 
scheinen, ein weiterer Phosphagenzerfall nachweisbar. In unseren 
Untersuchungen erwies sich aber das Phosphagen schon in dem erst 
verarbeiteten Muskel total aufgespalten. Noch eine Pyrophosphat- 
spaltung war in dem betreffenden Zeitraum nachweisbar. Es ist uns 
somit nicht méglich gewesen, einen die schwachen Aktionsstréme 
begleitenden chemischen Umsatz nachzuweisen. 


Die das Aufhéren der Kontraktionen dem Anschein nach iiber- 
dauernden Aktionsstréme haben uns deshalb besonders interessiert, 
weil in einer friheren Arbeit aus dem hiesigen Institut die Hypothese 
aufgestellt wurde, daB der Aktionsstrom von sich in der motorischen 
Kndplatte abspielenden Prozessen bedingt und deshalb unter gewissen 
Umstanden von der Kontraktion zu trennen sein sollte. Ohne auf diese 
Hypothese naher einzugehen, heben wir hervor, da8 unsere Versuche 
in Anbetracht der sehr verschiedenen Empfindlichkeit der verwendeten 
Methoden: einerseits Aktionsstromregistrierung (ohne Widerstand im 
Ableitungskreis), andererseits isometrische Kontraktionsregistrierung 
und chemische Muskelanalysen unserer Meinung nach weder als Bestati- 
gung noch als Widerlegung der erwaihnten Hypothese aufgefaBt werden 
diirfen. 


Zusammenfassung. 


« Aus einem Vergleich zwischen normalen und ,,alactaciden‘’ Muskel- 
kontraktionen ergibt sich, daB die letzteren in hezug auf Latenzzeit, 
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Kontraktionszeit und Kontrakticnsverlaut, maximale Spannungs- 
leistung sowie Aktionsstréme v6éllig normal sind. 

Die durchaus sekundare Rolle der Milchsaiurebildung wahrend 
des Kontraktionsprozesses ist hierdurch nochmals nachgewiesen 


worden. 


Literatur. 
1) E. Fischer, Pfliigers Arch. 226, 500, 1931. 2) V. Henriques u. 
J. Lindhard, ebendaselbst 183, 1, 1920. 3) E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 
297, 51, 1930. 4) Meyerhof, Lundsgaard u. Blaschko, Naturwiss. 18, 787, 
1930. — 5) D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 218, 262, 1929. 
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Tyramin und Oxytyramin, blutdrucksteigernde Schwarz- 
vorstufen des Besenginsters Sarothamnus scoparius Wimm. 


Von 


Hans Sechmalfuss und Alfred Heider. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Universitét Hamburg.) 


(Eingegangen am 23. April 1931.) 


Junge, griine Hiilsen des Besenginsters werden schwarz!, sobald 
geniigend Sauerstoff in sie eindringen kann. Schon Abwischen des 
Reifes geniigt. Alternde Hilsen dunkeln schlieBlich: Lebensvorginge 
erlahmen, die den Sauerstoff begieriger verschlangen als er nachdrang: 
die Hiilsen dunkeln, die Reifschicht wird unzusammenhangend. 

Die Hiilse der Saubohne* dunkelt abgepfliickt mehrmals langsamer 
als die des Besenginsters. Das ist bemerkenswert. Denn die Saubohne 
enthalt Dioxyphenylalanin, das, soweit bekannt, am schnellsten dunkelt. 
Der Besenginster enthalt ebenfalls o-Dioxybenzolstoff1, der aber nicht 
niher bekannt war. Die tibrigen Bedingungen fiir das Dunkeln sind 
zwar bei der Saubohne ungiinstiger als beim Besenginster. Aber es 
blieb zu priifen, ob auch die Art der Farbvorstufen fiir den Unterschied 
beim Dunkeln mit verantwortlich ist. 

Noch aus einem anderen Grunde lockte uns der Besenginster. Er 
enthalt Stoffe, die den Blutdruck steigern*. Wir erwarteten, daB diese 
Wirkung von adrenalinahnlichen Farbvorstufen ausging. 

1928 und 1930 sammelten wir‘ in Hamburgs Umgegend griine Hiilsen. 
Wir bedeckten die empfindlichen Hiilsen méglichst schnell in hohen Glas- 
stutzen mit Wasser, das 3°%, Eisessig und 1°, schweflige Saéure® enthielt. 
Als AbschluB8 gegen die Luft diente eine Decke erstarrten Paraffins®. So 
hielten sich die Hiilsen griin. Nach vierwéchigem Stehen verarbeiteten 

1 H. Schmalfuss, H. Barthmeyer u. H. Brandes, diese Zeitschr. 189, 
229, 1927. 

2 Vicia Faba L., H. Schmalfuss u. H. Barthmeyer, ebendaselbst 190, 
424, 1927. 

3 H. Busquet, Ch. Vischniac, C. r. soc. de biol. 87, 1116, 1922; Bull. 
Sciences Pharm. 80, 461, 1923; A. Tournade, H. Hermann u. G. Sénevet, 
C. r. soe. de biol. 98, 489, 491, 1928. 

4 Siehe auch H. Brandes, Dissertation Hamburg 1929. 
5 M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 276, 1913. 
® H. Schmalfuss u. W. Peschke, diese Zeitschr. 198, 487, 1928. 
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wir die wasserigen Ausziige. Die Fliissigkeit war klar, aber schwach gelb. 
Ein kleiner Teil, schonend' eingedampft, hinterlie8 einen Sirup, der nicht 
kristallisierte. Wir untersuchten ihn auf o-Dioxy- und Monoxybenzolstoff. 

Nun gibt Dioxyphenylalanin mit basischem Bleiacetat schon aus 
schwach saurer Lésung einen Niederschlag; Tyrosin dagegen nur aus 
stark basischer. Gemische von Dioxyphenylalanin und Tyrosin lassen 
sich so nur unvollkommen trennen; noch am besten, wenn stufenweise 
gefallt und abfiltriert wird. Dieser gestufte Weg fiihrte zum Ziel. 

Auf Grund eines messenden Vorversuchs versetzten wir zunichst den 
sauren Auszug der Hiilsen mit etwas mehr als der nétigen Menge neutralen 
Bleiacetats, um alles Unerwiinschte auszufallen. Der Niederschlag wurde 
verworfen. Mit der ermittelten Menge 2,5°,igen Ammoniaks ergab das 
Filtrat, noch schwach sauer, den Niederschlag I (vorwiegend o-Dioxy- 
benzolstoff). Das Filtrat hiervon lieferte mit der ersten Halfte der ermittelten 
Menge basischen Bleiacetats den Niederschlag II (vorwiegend o-Dioxy- 
benzolstoff); mit der zweiten Halfte den Niederschlag III (Gemisch von 
o-Dioxy- und Monoxybenzolstoff); aus dem Filtrat hiervon fallte ein starker 
UberschuB8 an basischem Bleiacetat und Ammoniak den Niederschlag TV 
(vorwiegend Monoxybenzolstoff). 

Besonders die Niederschlige I und II farbten sich an der Luft 
bald schmutzig-griin. Deshalb strichen wir aus Vorsicht alle Nieder- 
schlage schnell auf Tonscherben und trockneten sie so. Wir zerrieben 
die Niederschlage einzeln staubfein, verteilten in der 20- bis 40fachen 
Gewichtsmenge Wasser und zersetzten vollstindig in 10 Stunden unter 
Schiitteln mit Schwefelwasserstoff. Mit dem Bleisulfid fielen die 
farbigen Begleitstoffe. Die iiberstehende Fliissigkeit ergab, schonend 
eingedampft!, einen Sirup. Proben der Riickstinde farbten sich mit 
Eisen (I1I)-chloridlésung griin und dann mit Natriumcarbonat rot, 
enthielten also o- Dioxybenzolstoff. (p-Nitrobenzoylchlorid mit Natrium- 
carbonatlésung farbte beim Kochen violett?. Das wies auf «-Amino- 
sauren in den Gemischen. Hierauf wird in dieser Arbeit noch nicht 
eingegangen. ) 

Mit Phosgen fielen Carbonate*® wechselnder Zusammensetzung. 
Da sich die Gemische nicht trennen lieBen, fallten wir spater mit Chlor- 
kohlenséuremethylester*. Die entstehenden Carbomethoxyverbin- 
dungen lieBen sich mit Ather ausschiitteln und kristallisierten gut. 

Bei 0° wurden die Sirupe aus den Bleiverbindungen in méglichst 
wenig Wasser gelést, mit 30°,iger Natronlauge stark basisch gemacht 

1 BE. Jantzen u. H. Schmalfuss, Chem. Fabr. 1, 701, 1928; 2, 387, 1929; 
Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. V, 8. 1479, 1929; 
diese Zeitschr. 221, 328, 1930. 

2 E. Waser u. E. Brauchli, Helv. 7, 481, 1925. 

3 H. Schmalfuss u. H. P. Miiller, diese Zeitschr. 188, 362, 1927. Siehe 
auch vorige Seite, FuBnote 4. 

4 E. Fischer, B. 41, 2877, 1908. Wegen der Giftigkeit des Esters soll 
mit Gasmaske gearbeitet werden. 
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und sofort unter Umschiitteln schubweise mit Chlorkohlensauremeth yI- 
ester versetzt. Hierbei sollen etwa 10°, der Natronlauge unverbraucht 
bleiben, damit Abké6mmlinge von Aminosauren als Salze atherunléslich 
bleiben. Beim Abdampfen hinterlieBen die Atherausziige gelbe Riick- 
stinde. Schon beim Wiederlésen blieben braune Schmieren zuriick. 
Dann waren die atherischen Lésungen nur noch schwach gelb. Sie 
wurden mit eiskalter Natronlauge unter Schiitteln weiter entfarbt. 
Die Verdampfungsriickstande waren schwach gelbe Sirupe. 

Der erste Sirup kristallisierte in wenigen Stunden, der zweite lang- 
samer und erst nach dem Animpfen mit der vermuteten Tricarbomethoxy 
verbindung des /#-[3, 4-Dioxyphenyl]-Athylamins (Oxytyramins). Der 
dritte Sirup blieb unveraéndert. Der vierte kristallisierte, mit der Dicarbo- 
methoxyverbindung des /-[4-Oxyphenyl]-Athylamins (Tyramins)  an- 
geimpft, teilweise. Aus den beiden ersten Sirupen gewannen wir durch 
Lésen in Methylalkohol und freiwilliges Verdunsten 6,5 g Tricarbomethoxy- 
stoff! (bisher unbekannt). Er schmolz auch im Gemisch mit kiinstlichem? 
wie dieses bei 92 bis 93°. Entsprechend gab der letzte Sirup 0,1 g Dicarbo- 
methoxystoff* (bisher unbekannt) mit Schmelz- und Mischschmelzpunkt 
von 99 bis 100°. 

Tabelle I. 


Tricarbomethoxyverbindung des Oxytyramins. 





Ein- Ein- 


© H wage N wage a. Einwage 
Oo Oo ng 0/5 mg 3 
Berechnet . . . | 51,35 5,24 4,28 327,1 
1. Gefunden . . | 51,35 | 5,07) 3,736 4,45 8,244 | 331,9 0,668mg in 7,458 mg 


Naphthalin 
2. Gefunden . . | 51,47 5,21) 3,778 4,30 7,893 336,2 0,733 mg in 7,835 mg 
Naphthalin 
Tabelle Il. 


Dicarbomethoxyverbindung des Tyramins. 





Ein- Ein- 
Cc H wage N wage P sage Einwage 
| %Fp OF» mg 0/9 mg Anis 
Berechnet . . . 56,89 | 5,97 5,54 253,1 
1. Gefunden . . 56,84 5,91 | 3,979 5,54) 8,137 | 253,0 | 0,636 mg in 3,617 mg 


Campher 


2. Gefunden . . 56,95 | 6,09 3,600 5,43 7,015 249.5 0,686mg in 5,555 mg 
Campher 





' Aus 10 kg Hiilsen, die schétzungsweise 8 bis 10 g enthielten. 

2 Herrn Prof. Kindler, Hamburg, danken wir fiir iiberlassenes /-|3, 4- 
Dimethoxypheny]]-Athylamin. 

3 Aus 10 kg Hiilsen, die schétzungsweise 0,2 g enthielten. 

4 Depressimeter, Houben-Weyl, Methoden d. org. Chem. 1, 931, 1925. 
Statt Campher wurde Naphthalin, statt eines gew6hnlichen Thermometers 
ein Beckmann-Thermometer verwendet. 

° K. Rast, B. 55, 1051, 3727, 1922. 
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Wir spalteten die Carbomethoxyverbindungen durch dreistiindiges 
Kochen mit 25°,iger Salzsiure. Die entstandenen Hydrochloride 
wurden nach dem Verdunsten aus 37°,iger Salzsaiure oder 96°,,igem 
Alkohol umkristallisiert!. Die Hydrochloride schmolzen unter Zer- 
setzung, das Oxytyraminhydrochlorid bei 241°, das Tyraminhydro- 
chlorid bei 269°*. 

Das Tribenzoat des Oxytyramins (bisher unbekannt, F. 141°) wurde 
hergestellt aus 0,5g des Hydrochlorids mit 10 cem 10° ,iger Natrium 
hydroxydlésung und dem fiinffachen der berechneten Menge Benzoyl- 
chlorid. Das Dibenzoat des Tyramins (F. 170°) gewannen wir entsprechend 
mit Natronlauge. Die Verbindungen wurden aus 65°,igem Alkohol um 
kristallisiert. . Schmelzpunkte und Mischschmelzpunkte der kiinstlichen 
Verbindungen und der aus Besenginster stimmten zusammengehdérig 
jeweils iiberein*. 

Die Farbumsetzungen mit den Hydrochloriden  verliefen wie 
erwartet: Oxytyraminhydrochlorid in Wasser gelést, farbt sich mit 
Risen (I11)-chloridlésung griin und dann mit Natriumcarbonat rot, 
gibt im Millonschen Versuch? ein Braun, im Gibbss¢hen ein Violett’. 

Tyraminhydrochlorid gibt in verdiinnter wasseriger Lésung mit 
Eisen (I11)-chloridlésung ein Blau und im Millonschen Versuch ein 
Kirschrot, im Gibbsschen keine Farbe. 

Die Hydrochloride beider Farbvorstufen, einerlei, welcher Her- 
kunft, schwarzen Priifstreifen*. m/400 Lésungen zeigen keinen wesent- 
lichen Unterschied zwischen Art und Starke der Farbung im Vergleich 
mit den zugehérigen Carbonsauren, Dioxyphenylalanin und Tyrosin. 
Die Hiilsen der Saubohnen dunkeln also nur deshalb langsamer, weil 
die ibrigen Bedingungen ungiinstiger sind. 

Unsere Vermutung hat sich bestatigt, dab die blutdrucksteigernde 
Wirkung im Besenginster® an die Farbvorstufen® gekniipft ist. 

Ob noch andere Farbvorstufen, vor allem, ob Dioxyphenylalanin 
und Tyrosin am Dunkeln des Besenginsters beteiligt: sind, soll eine 
weitere Arbeit zeigen. Wir werden ferner priifen, wie die Farbvorstufen 


1 Der 4-Oxystoff blieb mit weniger als 0,24 und mehr als 0,06°, 
3, 4-Dioxyverbindung verunreinigt, wie wir durch Farbmessung mit 
Eisen (II1)-chlorid/Natriumecarbonat feststellten. 

* Vergleichende Verbrennungen; siehe A. Heider, Dissertation Ham- 
burg 1931. 

2 Millons Reagens, hergestellt nach H. Gibbs, Journ. of biol. Chem. 71, 
451, 1927. 

3 H. Gibbs, ebendaselbst 72, 653, 1927. 

4 Larvenferment des Mehlkafers, Tenebrio molitor L. K. Hasebroek, 
Fermentforschung 7, 4, 1923; H. Schmalfuss, ebendaselbst 8, 5, 1924. 

5 Siehe erste Seite dieser Arbeit, FuSnote 3. 

6 Vgl. M. Tiffeneau in M. Guggenheim, Die biogenen Amine, 2. Aufl., 
S. 349ff. Berlin, J. Springer, 1924. 
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entstehen. Auch die Untersuchungen iiber Farbvorstufen im Meh|- 
kaéfer?, im Maikafer? und in den Gespinsten des Nachtpfauenauges, 
Samia cecropia L.*, sollen wieder aufgenommen und mit den neuen 
Hilfsmitteln teilweise nachgepriift und vervollstandigt werden. 

Spater berichten wir auch, gemeinsam mit Herrn Professor Mulzer*, 
iiber das Anfarben von Haut mit Oxytyramin, statt mit dem Dioxy- 
phenylalanin Blochs®. 

Zusammenfassung. 

1. B-[3, 4-Dioxyphenyl]-athylamin (Oxytyramin) und /-[4-Oxy- 
phenyl]-athylamin (Tyramin) sind Farbvorstufen des Besenginsters 
Sarothamnus scoparius Wimm. Oxytyramin ist damit erstmalig in 
einem Lebewesen aufgefunden. 

2. Zwischen Oxytyramin und der zugehérigen Carbonsadure Dioxy- 
phenylalanin besteht kein wesentlicher Unterschied beim Dunkeln, 
ebensowenig zwischen Tyramin und Tyrosin. Die Hiilse der Saubohne, 
Vicia Faba L., dunkelt nur deshalb langsamer, weil die tbrigen Be- 
dingungen fiir das Dunkeln ungiinstiger sind als in der Hiilse des Besen- 
ginsters. 

3. Gegeniiber dem Phosgen bietet Chlorkohlensdéuremethylester 
wesentliche Vorteile, um phenolische Farbvorstufen zu gewinnen und 
zu reinigen. 

4. An neuen Stoffen wurden hergestellt: Die Tricarbomethoxy- 
verbindung (F.92 bis 93°) und das Tribenzoat (F. 141°) des Oxy- 
tvramins; ferner die Di-carbomethoxyverbindung (F.99 bis 100°) des 


Tyramins. 


Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und 
der Hamburgischen Wissenschaftlichen Stiftung fiir die Beihilfe zu 
dieser Arbeit, dem hiesigen Pharmakologen, Herrn Prof. A. Bornstein, 
fiir die Wirkungspriifung, ferner Frl. Dr. Barthmeyer fiir ihre Unter- 


stitzung. 


1 H. Schmalfuss u. H. Barthmeyer, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- 
und Vererbungslehre 53, 132, 1929; diese Zeitschr. 228, 457, 1930. 

2 Siehe zweite Seite dieser Arbeit, FuBnote 3. 

3 H. Przibram u. H. Schmalfuss, diese Zeitschr. 187, 467, 1927. 

4 Leiter der Hamburger Universitaétsklinik fiir Haut- und Geschlechts- 
krankheiten. 

5 J. Jadassohn, Handb. der Haut- und Geschlechtskrankheiten Bd. I, 1, 
$8. 251. Berlin, J. Springer, 1929. 
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Uber die phytochemische Reduktion der Oxalessigsiure 
zu Apfelsiure. 
Von 
Shin-ichiro Fujise. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 30. April 1931.) 


Die Theorien iiber den endgiiltigen biochemischen Abbau der 
Kohlenhydrate sowie der Substanzen, die im Stoffwechsel die selben 
Intermediirgebilde wie Zucker liefern, enthalten die Annahme, dab 
Oxalessigsdure ein obligates Durchgangsglied ist. Die der Oxobernstein- 
siure zugemessene physiologische Bedeutung berubt auf der 1911 fest- 
gestellten! Grundtatsache, daB sie der carboxylatischen Spaltung 
unterliegt, indem sie unter AbstoBung von 2 Mol Kohlendioxyd Acet- 
aldehyd liefert, bzw. unter Abgabe nur eines Mol Kohlendioxyds zu- 
nachst in Brenztraubenséiure iibergeht. Der erste Weg des Abbaus 
ist fiir die beiden stereoisomeren Formen der Oxalessigséure, die Oxy- 
fumarséure und Oxymaleinséure, nachgewiesen, und zwar hinsichtlich 
ihrer Zerlegung durch Hefen!:? sowie durch andere Mikroben*. Die zweite 
Art der Spaltung ist namentlich bei Einwirkung tierischer Gewebe zu 
beobachten*. Als Vorstufe der Oxalessigsiure gilt die Apfelsaure, die 
selbst durch Wasseranlagerung aus der Fumarsaure hervorgeht®. Uber 


1 C. Neuberg u. L. Tir, diese Zeitschr. 32, 330, 1911; C. Neuberg u. 
L. Karczag, ebendaselbst 36, 72, 1911. 

2 P. Mayer, ebendaselbst 50, 283, 1913. 

3 OC. Neuberg, ebendaselbst 67, 90, 1914; C. Neuberg u. F. Windisch, 
ebendaselbst 166, 476, 1925. 

4 P. Mayer, ebendaselbst 62, 462, 1914; H. Wieland u. A. Wingler, 
Ann. 486, 231, 1924. 

5 Es ist ganz in Vergessenheit geraten, daB die jetzt so oft erérterten 
physiologischen Beziehungen zwischen den Dicarbonséuren der 4-Kohlen- 
stoffreihe von O. Emmerling (B. 32, 1917, 1899; 35, 702, 1902) vor 3 De- 
cennien aufgedeckt sind; er hat die biochemischen Reaktionen: Bernstein- 
sure <- Apfelsiure —-» Fumarséure sichergestellt. 
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die Reversibilitat der Reaktion Apfelsiure = Oxalessigsiure liegen 
nur sparliche Angaben vor, die C. Neuberg und G.Gorr! sowie Paul 
Mayer* gemacht haben; diese Autoren haben bemerkt, daB Hefe wie 
tierische Organe in geringem Umfang Oxalessigsdure in optisch aktive 
Apfelsaure umzuwandeln vermégen. Die Untersuchungen iiber diesen 
ProzeB stoBen auf die Schwierigkeit, daB Oxalessigséure in Beriihrung 
mit Zellen leicht decarboxyliert wird. In Wiirdigung dieses Umstandes 
habe ich statt der freien Oxalessigsaiure ihren Diathylester herangezogen 
Derselbe wird von Hefe angegriffen, und man gewinnt dabei Apfel. 
siure. Bei der leichten Verseifbarkeit des Apfelsiure-esters erhielt 
ich direkt freie Apfelsiure, doch ist es nicht ausgeschlossen, daB diese 
zum Teil erst wahrend der Aufarbeitungsoperationen aus ihrem Este: 
hervorgegangen ist. Diese Uberfiihrung der Oxalessigsdiure in Apfel. 
siure kann man als phytochemische Reduktion eines «%-Ketonsdure 
esters auffassen. An einfachen Ketonen, Oxy-ketonen und Di-ketonen 
ist die biologische Reduktion durch Hefe mehrfach bewerkstelligt* 
bekannt ist auch die von den Agenzien tierischer Zellen veranlaBte 
reduktive Erzeugung der £-Oxybuttersiure aus der zugehérigen 
f£-Ketoséure, der Acetessigséure*. Im vorliegenden Falle handelt es 
sich, soweit ich sehe, um die erste Reduktion eines Ketoséure-esters, 
durch dessen Verwendung die bei der freien Saure schwer realisierbare 
Hydrierung erreicht worden ist. 


+ . 


Die entstehende Apfelsaure ist lavogyr. Es wird dieselbe Raumform. 
die 1(—)-Apfelsdiure, gebildet, die sich in der Natur vorfindet und die 
auch bei der biochemischen Hydratisierung der Fumarsaure auftritt ° 


Versuch I. 


In einer Flasche von 5 Liter Inhalt wurden 200g Rohrzucker in 
2 Liter Leitungswasser (40°) gelést und mit 200g untergériger Hefe zu 
Gérung gebracht. Durch einen Tropftrichter wurde die Lésung von 
10g Oxalessigester in 100 ccm Weingeist langsam zugefiihrt. Die Ein- 
trépfelung des Oxalessigesters in das Gargemisch bewirkte keine Hemmung 
der alkoholischen Zuckerspaltung. Nach zweitégiger Aufbewahrung des 


' OC. Neuberg u. G.Gorr, diese Zeitschr. 154, 495, 1924; Asher-Spiros 
Ergebn. d. Physiol. 24, 191, 1925. 

2 P. Mayer, diese Zeitschr. 156, 300, 1925. 

% Literatur s. bei C. Neuberg u. G.Gorr in Oppenheimer-Pincussens 
Methodik der Fermente 1928, 8. 1212. 

‘ Thre Verarbeitung ist von E. Friedmann u. C. Maase (Med. Klin. 
1910, S. 445) in Versuchen mit Leberbrei entdeckt und nahezu gleichzeitig 
sowie unabhingig von H. D. Dakin (Journ. Amer. Med. Ass. 54, 1441, 1910) 
nachgewiesen; weitere Literatur s. bei J. Snapper u. S. van Creveld, Ergebn. 
d. ges. Med., herausgegeben von T.. Brugsch, 15, 31, 1930. 

5 Siehe hierzu K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 284, 401, 1931. 
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Gemenges bei Zimmertemperatur zeigte Fehlingsche Lésung keinen Zucker 
mehr an. Der ganze Ansatz wurde jetzt zentrifugiert, die klar gewordene 
Lésung mit Baryt ganz schwach gegen Lackmus alkalisiert, nach einiger 
Zeit mit CO, behandelt und bis zum halben Volumen in vacuo eingedampft. 

. . . ss . NI ° 
Die nochmals filtrierte Lésung wurde mit dem sechsfachen Quantum 
absolutem Alkohol versetzt und stehengelassen. Dabei schied sich ein 
Niederschlag aus. Er wurde durch Zentrifugieren von der Fliissigkeit 
getrennt, im Exsikkator getrocknet und darauf mit 20 cem Wasser aus- 
gekocht. Ein Teil ging in Lésung, der Riickstand wurde noch zweimal mit 
je 10 ccm heiBem Wasser ausgezogen. Die vereinigten Filtrate wurden 
vorsichtig mit Bleiacetatlésung unter Zugabe des vierfachen Volumens 
Alkohol gefallt. (Ein Uberschu8 an Bleiacetat léste das Bleisalz wieder 
auf.) Der Niederschlag wurde abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. 
Der Riickstand wurde alsdann in Wasser aufgeschwemmt und mit H,S 
zerlegt. 

Das Filtrat von PbS wurde vorsichtig zu diinnem Sirup konzentriert 
und im Exsikkator getrocknet. Ausbeute 1,3 g. Aus dem Sirup schieden 
sich auch bei langerer Aufbewahrung keine Kristalle aus. Er wurde daher 
dreimal mit siedendem Aceton extrahiert. Die Acetonlésung lieferte beim 
Verdampfen im Vakuum eine halbfeste Kristallmasse; dleselbe wurde tiber 
Nacht im Vakuum getrocknet und diente dann zur Priifung auf optische 
Aktivitat. 

1. Ohne Zusatz von Uranylacetat. 

[ x7) 3,12° 
(x 0,15°, c 2,4, I  ? 20°). 

2. Eine Lésung der Kristalle, die sauer reagierte, wurde mit Lauge 

neutralisiert und darauf mit gesaéttigtem Uranylacetat versetzt. 
[a}y = 112,5° 
(x 1,08°, c 0,48, 1 z, & 20°). 


Versuche II und III. 


Il. 200g Zucker, IIf. 200g Zucker, 
2000 cem Wasser, 2000 com Wasser, 
200 g Hefe, 200 g Hefe, 
12,5 g¢ Oxalester. 12,5 g¢ Oxalester. 


Die Aufarbeitung der Géransaétze geschah wie bei I. 

IL und III wurden vereinigt und zentrifugiert. Die klar gewordene 
Fliissigkeit wurde dann wieder in zwei gleiche Teile geteilt. (Totalvolumen 
2,4 Liter.) 

A. Die eine Halfte wurde bis zum Sirup eingedampft, mit Phosphor 
séiure kongosauer gemacht und mit frisch gegliihtem Na,.SO, zu einem 
staubfeinen Pulver verrieben. Die trockene Masse wurde mit wasserfreiem 
Aceton im Sozxhlet-Apparat erschépfend ausgezogen. Das Aceton wurde 
im Vakuum vertrieben, und zum Verjagen der letzten Spuren des Solvens 
wurde der Riickstand mit Wasser noch dreimal abgedampft. Nach Be- 
handlung mit Tierkohle wurde die wasserige Lésung auf 60 ccm verdiinnt: 
(Lésung «). ‘ 


Die Probe auf Apfelsaure nach Denigés war positiv. 
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B. Die zweite Halfte wurde mit Baryt versetzt, bis sie gerade schwach 
alkalisch war; nach halbstiindigem Stehen wurde sie mit gasférmiger CO. 
neutralisiert. Nach Absaugen der Lésung wurde das Filtrat bis zum Sirup 
konzentriert. Die weitere Behandlung desselben erfolgte wie bei A. Das 
‘Gesamtvolumen war 60cem (Lésung £). Mit der Reaktion von Denigés 
war Apfelsiure nachzuweisen. 


Priifung auf Verseifung von Oxalessigester in wisserig-alkoholischer 
Lésung, 


Die Lésung von 1,4g Oxalessigester in 10cem Alkohol wurde mit 
200 cem Wasser verdiinnt und mit n/10 Natronlauge titriert. 

a) Sofort nach der Verdiinnung waren fiir je 10 cem Lésung 3,6 ccm 
der NaOQH-Lésung erforderlich. (Ber. 3,6 ccm.) 

b) Nach 24stiindiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatur wurden 
entsprechend 3,7 cem bendétigt und 

ec) nach 72 Stunden wiederum 3,7 ccm. 

Dieser Kontrollversuch lehrt, daB keine Verseifung des Oxalessig- 
esters stattgefunden hatte. 


Isolierung der Apfelsiure als saures Cinchoninmalat. 


Die Darstellung des sauren Cinchonin-malats' aus Apfelsiure und 
Cinchonin in methylalkoholischer Lésung gelang mir nicht quantitativ. 
Deshalb habe ich die Ausbeute besonders ermittelt. 

1,4 g reine 1-Apfelséure (etwas mehr als 0,1 Mol) und 2,94 g Cinchonin 
(0,1 Mol) wurden in 13 cem heiBem Methylalkohol gelést. Die nach zwei- 
tigiger Aufbewahrung im Eisschrank ausgefallenen Kristalle wurden 
abgesaugt. Die Ausbeute an saurem Cinchonin-malat betrug 4,07 g (Schmelz- 
punkt 192 bis 193°). Die rohen Kristalle wurden aus heiBem Wasser um- 
kristallisiert und schmolzen nunmehr bei 197 bis 198°. Der Ertrag an reinem 
Salz war 71°,. Schmelzpunkt und Drehung stimmten mit dem von Dakin 
angegebenen iiberein. (Ersterer ist bei ihm zu 198°, letztere zu [«]}? = + 146° 
beziffert). Ich fand 

[a] = + 149,1° 
(a = + 6,00°, c = 2,012, 1 = 2, t = 21), 


Die Lésung B wurde zuerst mit n/10 Natronlauge titriert. 1 cem der- 
selben erforderte 21,6 ccm Natronlauge. Wenn in der Fliissigkeit # nur 
Apfelsiéure, aber keine fremde Saéure vorhanden ware, so wiirde 1 cem der 
Lésung nach der Titration 0,145 g Apfelséure enthalten. 10 cem der Lésung / 
wurden eingeengt und im Vakuumexsikkator getrocknet. Der Riickstand 
wurde zusammen mit 2,94g Cinchonin in 13 cem heiBem Methylalkohol 
gelést. Nach zweitégigem Stehen im Eisschrank wurden die gebildeten 
Kristalle abgenutscht und im Vakuuumexsikkator getrocknet. Ausbeute 
2,05 g. 

Nach der Kontrolle (siehe oben) hatten 1,4 g Apfelséure 4,09 g saures 
Cichonin-malat geliefert ; aus 10 cem der Lésung # gewann ich 2,05 g saures 
Cinchonin-malat. Wenn man den Apfelséuregehalt nach der Gleichung 


1 H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 59, 7, 1924. 
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1,4: 4,09 = x:2,05 berechnet, so findet man fiir 10cem der Lésung / 
0,70 g Apfelsaure und fiir die ganze Anfangslésung (60 ccm) 4,2 g Apfel- 
sdure; d.h. aus 12,5 g Oxalessigester waren 4,2 g Apfelsiéure, 47°, der 
Theorie, hervorgegangen. 

Die Rohkristalle wurden aus heiBem Wasser umkristallisiert. Nach 
dem Trocknen schmolzen sie bei 197 bis 198°; Ausbeute 60°, der nach der 
voranstehenden Berechnung zu erwartenden Menge. Durch Mischung 
mit reinem sauren Cinchonin-malat trat keine Depression des Schmelz- 
punkts ein. 

[a]}3} = + 148,6° 
(a = + 5,97°, c = 2,009, | = 2, t = 21°). 


4.892 mg Substanz: 11,500 mg CO, und 2,96 mg H,0O. 


2,795 ,, ia 0,163 cem N, (22°, 752 mm). 
C,,H:,ON,.C,H,O,;. Ber.: C = 64,4, H 6,6, N = 6,5° 
(428) gef.: C 64,1, H 6,7, N 67%. 


Aufarbeitung der Lésung « geschah genau wie die von f. 
20cem der Lésung B lieferten 1,4g saures Cinchonin-malat vom 
Schmelzpunkt 194 bis 195°. Fiir die ganze Fliissigkeitsmenge (60 ccm) 
berechnen sich 1,31 g Apfelsiure. Nach der Umkristallisation besaBen die 
Kristalle den Schmelzpunkt 197 bis 198°. 
[a}3! = + 148,79 


(a = + 5,95, c 2,00, ( = 2, ¢ 21°). 


Die optischen Verhiiltnisse. 


1. Priifung mit reiner Apfelséure: 
zZ 


[a}7} = — 3,57° 
(x = 0,05", c = 0,70, | = 2, ¢ = 21°). 
Mit Uranylacetat (Apfelséure : Uranylacetat 1 Mol : 1,35 Mol): 
[a]? = 475° 
(a = — 6,65°, c = 0,70, | = 2, t = 21°). 


2. Lésung f fiir sich: 

0,5ceem Lésung § wurden im MeB8k6lbchen mit Wasser auf 10,0 cem 
verdiinnt. 

ao — 0,12°, ¢ = 21°, J = 2. 

0,5cem Lésung 8 wurden mit 0,5 g Uranylacetat und mit Wasser zu 
10,0 cem gelést. Die Konzentration der Apfelséure wurde nach der Ausbeute 
an saurem Cinchoninsalz berechnet. 

[a]> = 453° 
(a = — 3,49°, c = 0,385, | = 2, ¢ = 21°). 

Wie man sieht, ist die Drehungssteigerung, die das Uranylsalz bewirkt, 

nicht von der vollen Héhe, die man nach den Angaben von Yoder! sowie 


1 P, A. Yoder, Chem. Centralbl. 1911, IT, 905. 
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Ohta’ hatte erwarten sollen; aber die GréBenordnung stimmt gut. Die 
Abweichung vom Maximalwert kénnte darauf beruhen, daB eine andere 
optisch aktive Substanz den Ablenkungswinkel der von Uranylsalz freien 
Lésung mitbedingt. Falls ein Teil der Apfelséure in Racemform zugegen 
ware, so miiBte eigentlich die direkte Polarisation der Lésung f/f einen 
geringeren Wert geben. Eine Beimischung von d, |-Apfelséure laBt sich 
aber nicht sicher verneinen. Der richtige Drehungswinkel des isolierten 
Cinchoninsalzes ist kein Beweis fiir das ausschlieBliche Vorliegen der l-Form, 
da ja eine Aussonderung des einen Antipoden bei der Kristallsiation hatte 
geschehen sein kénnen. Die Uranversuche lehren andererseits, daB jedenfalls 
in der Hauptsache lavogyre Apfelséure entstanden war. 


1 K. Ohta, diese Zeitschr. 44, 481, 1912. 
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Dismutative Umwandlung von Methylglyoxalyl-essigsiure in 
d,a-Oxy-glutarsiure mit dem Enzym tierischer Zellen. 


Von 
Shin-ichiro Fujise. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. April 1931.) , 


In mehreren Untersuchungen ist gezeigt worden!, da Methy!l- 
glyoxalyl-essigséure in Beriihrung mit Mikroorganismen sowie Zellen 
héherer Pflanzen oder mit daraus gewonnenen Fermenten zu d, «-Oxy- 
glutarsiure dismutiert wird. In dieser Beziehung verhalt sich die 
Methylglyoxalyl-essigsiure genau wie das Methyiglyoxal selber.  Fiir 
diesen einfachsten Vertreter der «-Ketonaldehyde ist nun seit dem 
Jahre 1913 bekannt, daB er auch unter dem EinfluB von tierischem 
Enzym der Dismutationsreaktion unterliegt?. Es findet sich jedoch 
im Schrifttum die Behauptung, daB keine vollkommene Parallelitat 
zwischen der Wirkung der Ketonaldehydmutase aus dem Tier- und 
Pflanzenreich bestehe*; die betreffende Angabe ist, wie @.Gorr und 
G. Perlmann* gezeigt haben, zwar nur sehr bedingt richtig. Trotzdem 
bot es Interesse, zu priifen, ob die Methylglyoxalyl-essigsiure von 
tierischem Enzymmaterial angegriffen wird. Aus dem folgenden geht 
hervor, daB dieses der Fall ist. 

Methylglyoxal yl-essigsdure wird von der Ketonaldehydmutase animali- 
scher Herkunft mit ausgezeichneter Ausbeute in d, «-Oxy-glutarsdure 
iibergefiihrt. Der Ertrag an dieser Dicarbonsaure schwankt zwischen 
78,3 und 86,7°, der Theorie. Die Substanz selbst wies einen optischen 
Reinheitsgrad von 93 bis 100°, auf. 


1 C,. Neuberg u. H. Collatz, diese Zeitschr. 225, 242, 1930; St. Veibel, 
ebendaselbst 232, 435, 1931; P. Mayer, ebendaselbst 233, 361, 1931. 

2 Literatur sighe bei C. Newberg u. E. Simon, Oppenheimer- Pincussens 
Methodik der Fermente 1928, 8. 1311.' 

3 D. L. Foster, Biochem. Journ. 19, 757, 1925. 

4G. Gorr u. G. Perlmann, diese Zeitschr. 174, 433, 1926. 
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Es liegt hier also ein neues und treffendes Beispiel dafiir vor, daf 
die asymmetrische Dismutation in nahezu theoretischem Umfange ver- 
wirklicht werden kann. 

Der Ubergang der genannten Ketonaldehyd-mono-carbonsaure in die 
a-Oxy-glutarsiure verdient speziell fiir die Vorginge im Tierkérper 
Beachtung. Die «-Oxy-glutarsdure ist die zur Glutaminséure gehérige 
Hydroxylverbindung, und ihre d-Form kann auch aus der natiirlichen 
Glutaminsaéure mittels Nitrosylchlorid gewonnen werden. Die Glutamin- 
siure selber aber erfillt im Tierkérper wichtige Aufgaben, sowch! als 
ein Hauptbaustein der Zooproteine als wegen ihrer Teilnahme am 
intermediaren Stoffwechsel. Aus den Untersuchungen von H. Thier- 
felder und C. P. Sherwin sowie M. und P. Wolf! wissen wir namlich, 
daB Phenylessigsiure bei Einfithrung in den menschlichen Organismus 
mit Glutamin gepaart wird, indem sie als entsprechendes Acyl-de- 
rivat des Glutamins zur Ausscheidung gelangt. Da, wenigstens 
auf chemischem Wege, die Methylglyoxalyl-essigsiure mit den Zuckern 
auf dem Wege iiber die Lavulinsiure verkniipft ist, méchte ich im 
AnschluB an die Ausfiihrungen von P. Mayer (a.a.O.) auf die er- 
wahnten Stoffwechselerscheinungen verweisen. 

Die Dismutation der Methylglyoxalyl-essigsiure habe ich mit 
Kaninchenlebern (ganzen, nicht ausgewaschenen Zellen) bewirkt, ferner 
mit Muskeln desselben Tieres sowie mit wasserigen Ausziigen derselben, 
in die das Ferment nebst geniigend Comutase iibertritt. Auf allen drei 
Wegen wurde das gleiche Ergebnis erzielt. Die Umsetzungen geschahen 
unter den gewahlten Bedingungen am schnellsten mit Kaninchen-leber. 

Wegen des Substrats beziehe ich mich auf die friiheren, dieses 
Thema betreffenden Mitteilungen. 

Die Dismutationen wurden in drei verschiedenen Anordnungen 
ausgefiihrt. Beschrieben sei je eine derselben. 


I. 1 g Saure, Il. lg Saure, 
1000 ccm Leitungswasser, 1000 ccm Leitungswasser, 
5g CaCQOsg, 5g CaCO,, 
62 g Leber, 250 g Muskelfleisch, 
10 cem Toluol. 10 cem Toluol. 


Ill. 1g Séure in 50 ccm Wasser, 
5g CaCQOsg, 
950 ccm Muskelsaft, 
10 ,, Toluol. 
Kontrolle in allen Fallen: 
0,05g Séure, 50ccm Leitungswasser, 0,25g CaCO , 0,5ccm Toluol. 


1 H. Thierfelder u. C. P. Sherwin, H. 94, 1, 1915; C. P. Sherwin, 
M. Wolf u. W. Wolf, Chem. Centralbl. 1919, I, 879. 
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Anordnung I, 


1 g Methylglyoxalyl-essigsiure in 1000 ccm Leitungswasser wurde 
in einer 2 Liter fassenden Glasstépselflasche mit 5g CaCO, versetzt 
und in der Kalte geschiittelt, bis keine CO,-Entwicklung mehr statt- 
fand. Darauf leitete ich in die Lésung gasférmiges Kohlendioxyd ein 
und fiigte 62g ganz frische Kaninchen-leber hinzu, die unmittelbar 
nach Tétung des Tieres entnommen und méglichst aseptisch zerkleinert 
worden war; dann wurde weiter in der Kalte mit CO, gesittigt. 
Nach Zugabe von 10 ccm Toluol wurde das Gemisch paraffiniert 
und im Brutschrank aufbewahrt. Nach zehnstiindigem Stehen 
gaben einige Kubikzentimeter mit p-Nitrophenylhydrazin -acetat 
praktisch keinen Niederschlag mehr, wahrend die Reaktion zu 
Versuchsbeginn sehr kraftig gewesen war. Das Gesamtvolumen 
belief sich auf 1010cem. Der Kontroll- Ansatz war unverandert 
geblieben. ; 

Von einer kiinstlichen Beschleunigung der enzymatischen Dis- 
mutation durch besondere Zugaben von Coferment habe ich abgesehen, 
da nach vorliegenden Erfahrungen! dieses Ziel zwar erreicht werden 
kann, aber aus bisher ungeklirten Griinden die optische Reinheit 
manchmal herabgedriickt wird. 

Das gesamte Gemisch wurde in einem Rundkolben mit Riick- 
fluBkiihler 30 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt, wobei die 
Proteine auskoagulierten. Nach dem Zentrifugieren wurden 975 ccm 
der klaren Flissigkeit im Faust-Heimschen Trockenapparat bis 
zum Sirup eingeengt. Dieser wurde mit starker Phosphorsiure 
schwach kongosauer gemacht, mit frisch gegliihtem Na,SO, zu 
einem staubfeinen Pulver verrieben und mit Ather im Soxhlet- 
Apparat erschépfend ausgezogen. Die weitere Aufarbeitung des 
itherischen Extrakts erfolgte so, wie in den zitierten Arbeiten vor- 
geschrieben ist. Die «-Oxy-glutarsiure wurde auf dem Wege iiber 
das Bariumsalz in das Zinksalz verwandelt. Ausbeute von Roh- 
Bariumsalz 100°, der Theorie. 


Zinksalz (bereits praktisch rein) 1,69 g = 82,7°, der Theorie. 
Zur Analyse wurde das Salz noch einmal aus Wasser umkristallisiert 
und an der Luft getrocknet. 


0,1042 g Substanz: 0,0211 g H,O und 0,0323 g ZnO. 
C;H,O,Zn + 3H,O. Ber.: H,O = 20.37%, Zn = 24,62°); 
(265,5) gef.: H,O = 20,25%, Zn = 24,90%. 


1 P. Mayer, a. a. O.; E. Simon, im Druck; M. Kuroya, diese Zeitschr. 
235, 438, 1931. 
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Natriumsalz. 0,58 g, aus 0,9 g Zinksalz bereitet. 
Das Natriumsalz wurde im Hochvakuum (56°) getrocknet. 
[a]p = + 8,579 
(x = + 1,66°, t = 20°, c = 9,684, 1 = 2). 
Optischer Reinheitsgrad 100°). 


Anordnung II. 
Die Aufarbeitung geschah wie bei 1. Nach 24stiindiger Digestion 
im Brutschrank fiel die Priifung mit p-Nitrophenylhydrazin-acetat 
negativ aus. Das Gesamtvolumen war 1020 ccm, nach dem Zentri- 
fugieren betrug es 960 ccm. 
Ausbeute an lufttrockenem Zinksalz 1,60 g oder 78,3° der Theorie. 
0,1125 g Substanz: 0,0229 g H,O und 0,0345 g ZnO. 
C,H,O;Zn + 3H,O. -Ber.: H,O = 20,37%, Zn = 24,62°,; 
(265,5) gef.: H,O = 20,36%, Zn = 24,64%. 
Aus 0,5 g Zinksalz 0,32 g Na-salz, im Hochvakuum (56°) getrocknet. 
[a] = + 8,09° 
(a = + 1,02°, ¢ = 20°, c = 6,302, 1 = 2). 
Optischer Reinheitsgrad 96°. 


Anordnung III. 

250 g ganz frisches Muskelfleisch vom Kaninchen wurden fein 
zerkleinert, in 1000 cem Leitungswasser suspendiert, mit 10 ccm Toluol 
versetzt und unter oftmaligem Schiitteln iiber Nacht in der Kalte 
belassen. Am nachsten Tage wurde das Gemisch zentrifugiert. Der 
Saft, in dem das komplette Dismutationssystem vorhanden ist, wurde 
sofort in den 8. 238 angegebenen Mengenverhiltnissen benutzt. 

Nach 24 Stunden war kein Ausgangsmaterial mehr zu finden. 
Aufarbeitung wie bei I. 

Die Ausbeute an schon kristallisiertem Zinksalz betrug 1,77 g 
oder 86,7°, der Theorie. 

Zur Analyse wurde das Zinksalz nochmals aus Wasser umkristalli- 
siert und an der Luft getrocknet. 

0,0944 g Substanz: 0,0193 g H,O und 0,0291 g ZnO. 

C;H,O,Zn + 3H,O. Ber.: H,O = 20,37%, Zn = 24,62%; 

(265,5) gef.: H,O = 20.44%, Zn = 24,76%. 

Natriumsalz. 0,33 g aus 0,5 g Zinksalz. Nach der Trocknung in 


vacuo war: 


[a]p = + 7,862, 
(a = + 1,019, ¢ = 18°, ¢c = 6,428, | = 2). 
Optischer Reinheitsgrad 93°. 
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Uber das Thienyl-glyoxal und seine biochemische Dismutation. 


Von 
Shin-ichiro Fujise. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1931). 


Die bisher vorliegenden Versuche iiber die Dismutation von 
a-Ketonaldehyden sind mit solchen Substraten ausgefiihrt, die Be- 
ziehungen zu Naturstoffen besitzen, wie mit Methylglyoxal, Pheny]- 
glyoxal und Methylglyoxalyl-essigsiure; diese hangen durch die Dis- 
mutationsreaktion mit Milchséure, Mandelséure und «-Oxy-glutarséure 
zusammen. Es fehlte noch eine Untersuchung dariiber, ob die in bio- 
chemischer Hinsicht aus so vielen Griinden bedeutungsvolle enzyma- 
tische Dismutation auch mit einem Ketonaldehyd ausfihrbar ist, der 
nach unserem derzeitigen Wissen als zellfremd gelten muB. 

Zum Studium dieser Frage wahlte ich auf Rat von C. Neuberg 
das a-Thienyl-glyoxal (IV); dasselbe ist, wie man sieht, ein dem Phenyl- 
glyoxal entsprechendes Produkt der Thiophen-reihe. 

Das Thienyl-glyoxal selber ist bis jetzt unbekannt gewesen. Ich 
stellte es aus Thiophen (I) iiber das %-Acetothienon (II) durch modifi- 
zierte Friedel-Craftssche Synthese dar. Das Aceto-thienon wurde sodann 
in das Isonitroso-derivat (III) ibergefiihrt, und zwar durch Behandlung 
mit Amylnitrit plus Natriumathylat. Dieses Monoxim reagiert genau 
wie der analoge Phenylglyoxal-abkémmling mit Natriumbisulfit, und 
die entstandene Doppelverbindung laBt sich in das «-Thieny]l-glyoxal (IV) 
verwandeln. Letzteres ist als Hydrat in schén kristallisiertem Zustande 
gewonnen. 

In Beriihrung mit frischer nicht ausgewaschener Hefe wird das Thienyl- 
glyoxal zur‘entsprechenden Oxysaure dismutiert, namlich zu «-Thienyl- 
glykolséure (V). Der «-Ketonaldehyd der Thiophenreihe verschwindet 
dabei vollkommen, und die Ausbeute an dem Mandelsaéure-homologen 
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aus der Thiophen-reihe scheint, nach der Rohausbeute beurteilt, 
fast quantitativ zu sein. Wegen ihres méafBigen Kristallisations- 
vermégens habe ich jedoch die erzeugte «-Thienyl-glykolsdéure nur 
unter Verlusten in den kristallinischen Zustand iiberfiihren kénnen. 
Die Saéure war analytisch rein und zeigte ein hohes, nach links ge- 
richtetes spezifisches Drehungsvermégen. Dasselbe betrug etwa zwei 
Drittel von dem der Mandelsiure; freilich laBt sich nichts dariiber 
aussagen, welchen Reinheitsgrad in optischer Hinsicht die auf bio- 
chemischem Wege bereitete Saure aufwies. 

Die Folge der chemischen bzw. biochemischen Umsetzungen ist 


nachstehende : 


> .CO.CHs; —~ .CO.CH: NOH 
\ ed ey 
S S S 
(I) (il) (I) 
— | |).co.cHo — | ||.cHOH.cooH. 
Y . 
(IV) (V) 


A. a-Aceto-thienon. 


Aceto-thienon wurde nach der Vorschrift von G. Stadnikoff und 
W. Rakowsky* unter Beriicksichtigung der Angaben von H. Hoffmann? 
gewonnen. Die Ausbeute an reinem Aceto-thienon betrug 70 bis 75°, 
der Theorie. 
B. «-Isonitroso-aceto-thienon. 


Zur Darstellung dieses Kérpers wurde Natrium (1 Atom) in der 
20fachen Menge absoluten Alkohols gelést ; dann wurden dieser Lésung 
unter anfangs sorgfaltiger Abkiihlung mit Eis zunachst frisch destilliertes 
Amylnitrit (1 Mol) und darauf portionsweise Aceto-thienon (1 Mol) 
zugefiigt. Die Mischung wurde in gut verschlossenen GefaBen 2 Tage 
im Kiihlschrank belassen. Die ausgeschiedene braunlich-rote Natrium- 
verbindung wurde abgesaugt. (Ausbeute 67°, der Theorie.) Das an 
der Luft getrocknete Salz wurde in Eiswasser gelést, die theoretische 
Menge Eisessig hinzugegeben und die Mischung einige Stunden auf- 
bewahrt. Der entstandene gelbliche Niederschlag wurde abgenutscht 
und aus ein wenig heiBem Benzol oder Chloroform umkristallisiert. 
Die Ausbeute* an freiem Isonitroso-kérper belief sich auf 30 bis 35°, 


1 G. Stadnikoff, W. Rakowsky u. L. Kaschtanoff, B. 61, 268 u. 1389, 1928. 
2 H. Hoffmann, Diss. Berlin 1930. 
5 Versuche, die Ertrige zu verbessern, habe ich nicht vorgenommen. 
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der Theorie. Auch aus Wasser erhalt man die Substanz in farblosen, 
schénen Blattchen vom F. 119°. 
4.945 mg Substanz: 8,360 mg CO, und 1,53 mg H,O. 


3,30 = 0,254 com N, (22°, 746 mm). 
0,1177 g “ 0,1792 g BaSQ,. 
C,H;NO,S. Ber.: C = 46.42%, H = 3,25%, N = 9.03%, S = 20,65%; 
(155) gef.: C = 46,11%, H = 3,46%, N = 8,74%, S = 20,86 %. 


(Verbrennungen hier und bei den nachstehend beschriebenen neuen 
Thiophen-derivaten mittels Bleichromat ; S-Bestimmungen nach Carius. 
£ 


C. «-Thienyl-glyoxal. 

Die Bereitung des Thienyl-glyoxals geschah im Prinzip nach den 
sorgfaltigen Angaben, die F. Kréhnke* zur Behandlung des Isonitroso- 
aceto-phenons gemacht hat; fiir den vorliegenden Fall muBten sie 
wegen der besonderen Kristallisationsverhaltnisse des Thiophenyl- 
glyoxals in der unten beschriebenen Weise abgeindert werden, wodurch 
auch eine befriedigende Ausbeute erzielt wurde. 

Eine Lésung von 35 g festem NaHSO, in 70ccm Wasser wurde 
mit SO, gesattigt; dazu wurden 10 g fein gepulverter Isonitroso-kérper 
gegeben, der einmal aus Chloroform umkristallisiert gewesen war. 
Das Gemisch wurde auf 40° angewaérmt und blieb unter oftmaligem 
Umriihren stehen. Innerhalb 15 Minuten stieg die Temperatur auf 45 
bis 50°, allmahlich léste sich fast die gesamte Substanz, und darauf 
begann die Bisulfitverbindung sich auszuscheiden. Nach finf- bis 
sechsstiindiger Aufbewahrung wurde das Gemenge mit dem fiinffachen 
Volumen Alkohol versetzt und iiber Nacht kalt gestellt. Die Kristall- 
masse wurde abgesaugt und im Exsikkator getrocknet. Quantitat 
28 bis 30 g. Es ist klar, daB diese Kristalle ein Gemisch der gesuchten 
Bisulfit-verbindung mit etwas NaHSO, waren. Die getrocknete 
hellgelbe oder weiBe Bisulfit-verbindung wurde in Portionen von je 
14g mit 110cem 17°, iger Schwefelsiure so lange gekocht, bis die 
Flissigkeit auf drei Viertel ihres urspriinglichen Volumens eingeengt 
war. Die braéunlich gewordene Lésung wurde noch heib filtriert ; nach 
Abkiihlung wurde sie sechsmal mit reichlicher Menge von Ather 
extrahiert, dem jedesmal 2 bis 3ccm Essigester zugefiigt waren. Die 
atherischen Ausziige wurden vereinigt, kurze Zeit iiber wasserfreiem 
Na,SO, getrocknet und eingeengt. Nach Abkihlung in Eis kristallisierte 
das Thienyl-glyoxal; es wurde abgesaugt und auf Ton getrocknet. 
Ausbeute 6 g aus 10 g Isonitroso-derivat oder rund 62°, der Theorie. 

Das Rohprodukt wurde aus gereinigtem Essigester unter Beigabe 
von Petrolather umkristallisiert. Schmelzpunkt 94°. 


0 


1 F. Kréhnke, Diss. Berlin 1928. 
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a-Thienyl-glyoxal farbt sich mit konzentrierter Schwefelséure 
blau-violett. Die Analysenresultate stimmten auf ein Halb-hydrat ; 
aber Verfasser méchte nicht ausschlieBen, daB in den Kristallen eine 
Mischung von wasserfreiem x-Ketonaldehyd und seinem Mono-hydrat 


vorliegt. 
5,063 mg Substanz: 8,995 mg CO, und 1,59mg H,0O. 
4,540 mg ‘a 8,050 mg CO, und 1,42 mg H,0O. 
0,1059 ¢ ” 0.1596 g BaS Oy. 
C,H,O,8 + '/, H,O. Ber.: C = 48,33%; H = 3,38%; 8 21,41° 
(149) gef.: C = 48,46%; H = 3,51%; S = 20,70° 


Cc 48,34°,; H 3.50° .,. 


Ganz eindeutig ist die Zusammensetzung der Derivate. 


D. Mono-p-Nitro-phenylhydrazon des «-Thienyl-glyoxals. 

Es entstand aus den Komponenten in iiblicher Weise. Die Ver- 
bindung wurde einmal aus wasserigem Athylalkohol und dann aus 
Methanol umkristallisiert. Gelbliche Nadeln vom F. 234°. 

5,056 mg Substanz: 9,690 mg CO, und 1,51 mg H,O. 


3,014 ,, me 0,388 cem N, (20,5°, 757 mm). 
0,1486 g ‘ 0, <e BaSO,. 
C,,H,O;N,8. Ber.:C = 52,33%, H = 3.99° » Ww = 15.27%, 8 = 11,658% 
52 


(275) gef.: C.= 52;27%, H = 3,34%, N = 14,93%, 8 = 11,21%. 


E. Mono-Semicarbazon des «-Thienyl-glyoxals. 

Eine wasserige Lésung von Thienyl-glyoxal (1 Mol) wurde mit 
einer konzentrierten wiasserigen Lésung von je 1 Mol Semicarbazid- 
hydrochlorid und Kaliumacetat vermischt. Das Semicarbazon fiel 
sofort aus. Die Kristalle wurden aus Weingeist und dann aus Methy!- 
alkohol umkristallisiert ; sie schmolzen bei 222° unter Zersetzung. 


4,881 mg Substanz: 7,635 mg CO, und 1,63 mg H,O. 


2,465 ,, Pa 0,456 cem N, (21°, 750 mm). 
0,1132 g i 0,1352 g BaSQ,. 
C,H,O,N;S. Ber.: C = 42,61%, H = 3,58%, N = 21,32%, S = 16,27%; 
(197) gef.: C = 42,66%, H = 3,74%, N = 21,24%, S = 16,40°% 


F. Dismutations-Versuche. 


«) Vorversuche. 


1.17 ccm Wasser, 2.7 ccm Wasser, 
2 ~,, m/10 Thienyl-glyoxal, 2 ~=,, m/10 Thienyl-glyoxal, 
0,1 g CaCOs, 0,1 g CaCO, 
1 g Hefe (Patzenhofer), 1 g Hefe (Patzenhofer), 
0,4cem Toluol. 0,2 cem Toluol. 

3.17 ccm Wasser, 4.7 ccm Wasser, 
2 ~,, m/10 Thienyl-glyoxal, 2 ~=,, m/10 Thienyl-glyoxal, 
1 g Hefe, 1 g Hefe, 


0,4cem Toluol. 0,2 cem Toluol. 
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5. Kontrollen: 


a) 18 ccm Wasser, b)18 ccm Wasser, 
2  ~,, m/10 Thienyl-glyoxal, 2 ~,, m/10 Thienyl-glyoxal 
0,1 g CaCOg, 0,4 ,, Toluol. 


0,4cem Toluol. 


Nach zwolfstiindiger Aufbewahrung bei 37° war in 1. und 2. mit 
p-Nitrophenylhydrazin-acetat kein Ausgangsmaterial mehr nach- 
zuweisen; in 3. und 4. waren noch Spuren vorhanden. Die beiden 
Kontrollen waren unverandert geblieben. 


Bp) Ansatz. 
15g Thienyl-glyoxal in 475 ccm Wasser, 
5 g CaCOs, 
25 g Hefe (Patzenhofer), 
10 cem Toluol. 
Kontrolle. 
0,15 g Thienyl-glyoxal in 47,5 ccm Wasser, 
0,5 g CaCQOy, 
1 cem Toluol. 

Da nach 24stiindiger Digestion im Brutschrank von 37° eine 
Probe mit essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin noch eine geringe Fallung 
lieferte, wurden weiter 10g Hefe und nach insgesamt 34 Stunden 
abermals 5g Hefe hinzugefiigt. Nach 41 Stunden war aller Keton- 
aldehyd umgesetzt. Das Endvolumen der Lésung betrug 450 ccm, 
die zentrifugiert und filtriert (407 ccm) wurden. Das Filtrat wurde 
im Faust-Heimschen Verdunstungskasten bis zum Sirup eingeengt. 
(Ein Versuch zur direkten Extraktion mit Ather war wegen starken 
Schaumens nicht durchfiihrbar.) Das dlige Liquidum wurde mit 
Phosphorsiure schwach kongosauer gemacht, mit frisch gegliihtem 
Natriumsulfat zu einem staubfeinen Pulver verrieben und mit Ather 
im Soxhlet-Apparat erschépfend ausgezogen. Der Ather wurde sodann 
aus einem vorher gewogenen Kolben verdampft und der Riickstand 
im Exsikkator iiber Paraffin nebst P,O; vier Tage lang im Vakuum 
getrocknet. Ausbeute 1,4 g. 

Die Substanz wurde nunmehr in Sodalésung gelést. Die alkalische 
Flissigkeit wurde zweimal mit Ather durchgeschiittelt, dann mit ver- 
diinnter Schwefelsiure angesiuert und darauf sechsmal mit Ather 
extrahiert. Die Gesamtheit der Atherausziige wurde mit gegliihtem 
Na,SO, getrocknet; nach Verdampfung des Lésungsmittels hinterblieb 
ein hellbraunes Ol, das im Vakuum-exsikkator getrocknet wurde. 
Menge 1,3 g. Bald schieden sich Kristalle aus. Sie wurden nach weiterem 
dreitagigem Verweilen im Eisschrank auf Ton abgepreBt. Sie waren 
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bereits fast farblos, und wurden aus Benzol umkristallisiert. Schmelz- 
punkt 84,5 bis 85°. Die Analysen stimmten scharf auf «-T'hieny/- 
glykolsdure. Es lag, wie zu erwarten stand, die eptisch aktive Modifikation 
der Substanz vor, deren Racemform! vor vielen Jahren beschrieben 
worden ist. 
4,679 mg Substanz: 7,765 mg CO, und 1,63mg H,O. 
0,1094 g ra 0,1584 g BaSO,. 
C,H,O;8. Ber.: C = 45,54%, H = 3,82%, S = 20,25%; 
(158) gef.: C = 45,27%, H = 3,90%, S = 19,89%. 
Die Bestimmung des Drehwertes erfolgte an einer wasserigen Lésung. 
(a2? = — 98,079 
(a = — 6,389, ¢ = 20°, 1 = 2, c = 3,253). 


1 F. Ernst, B. 19, 3278, 1886. 

















